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AI Po okužbi z virusom HIV-1, mikroglija množično proizvaja virusni 
protein Nef, ki nadalje spodbudi proizvodnjo virusa in poveča njegovo 
infektivnost. Kljub temu je malo znanega o znotrajcelični porazdelitvi 
tega proteina, njegovem transportu in izločanju iz mikroglije. V raziskavi 
smo zato transfecirali imortalizirano mikroglijo človeka s plazmidom za 
Nef označenim z zelenim fluorescentnim proteinom (Nef.GFP) in 
optofiziološko raziskali z Nef.GFP-obogatene celične predelke, njihovo 
mobilnost in izločanje Nef iz mikroglije v kulturi. Z analizo konfokalnih 
mikrografij smo potrdili, da so Nef.GFP-pozitivne strukture manjše od 
dekstran-pozitivnih mešičkov in se počasi ter neusmerjeno premikajo v 
primerjavi s hitro in usmerjeno mobilnimi dekstran-pozitivnimi mešički. 
Nef.GFP se je neznatno vključil v membrane različnih endosomov 
vključno z dekstran-pozitivnimi mešički in znatno lokaliziral v 
membranske predelke imunopozitivne za tetraspanina CD9 (36±4 %) in 
CD81 (22±1 %). Povečano izražanje virusnega proteina je sovpadalo tudi 
z zmanjšanjem števila CD9- in CD81-pozitivnih struktur v 
periplazmalemalnem predelu mikroglije. Z ionomicinom izzvano 
povečanje citosolne aktivnosti kalcija ni vplivalo na mobilnost Nef.GFP-
pozitivnih struktur, a je močno in nepovratno zavrlo mobilnost dekstran-
pozitivnih mešičkov. Počasno zmanjšanje števila Nef.GFP-pozitivnih 
struktur (5±1 struktur/min), ki je indikativno za izločanje Nef iz 
mikroglije smo opazili le v nedraženih, kontrolnih celicah in ne v celicah 
draženih z ionomicinom, v katerih se število struktur ni zmanjšalo v času 
(0±2 strukturi /min; P<0.05). Povečana znorajcelična koncentracija 
prostih Ca2+ ([Ca2+]i) je tako zavrla in ne spodbudila izločanje Nef.GFP 
iz celic, kar kaže, da se Nef verjetno izloča z ektosomi po brstenju iz 
plazmaleme in ne z uravnavano eksocitozo eksosomov iz svetline 
multivezikularnih telesc mikroglije. 
  
Gabrovec A. Znotrajcelična porazdelitev in mobilnost proteina Nef virusa HIV-1 v kulturi humanih celic mikroglije. 




KEY WORDS DOCUMENTATION 
DN Du2 
DC UDC 576(043.2) 
CX microglia, HIV-1 Nef.GFP, localization, mobility, Ca2+ signaling,  
exocytosis 
AU GABROVEC, Ana 
AA STENOVEC, Matjaž (supervisor), KREFT, Marko (co-advisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study 
Programmes in Molecular and Functional Biology 
PY 2019 
TI INTRACELLULAR LOCALIZATION AND MOBILITY OF HIV-1 
PROTEIN Nef IN CULTURED HUMAN MICROGLIA 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO X, 45 p., 11 fig., 171 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Once infected by HIV-1, microglia abundantly produce accessory protein 
Nef that enhances virus production and infectivity, but little is known 
about its intracellular compartmentalization, trafficking mode(s), and 
release from microglia. Here, we transfected immortalized human 
microglia with a plasmid encoding Nef tagged with green fluorescent 
protein (Nef.GFP) to optophysiologically identify Nef.GFP-associated 
cellular compartments and examine their mobility and Nef release from 
cultured cells. As revealed by analysis of confocal micrographs, Nef.GFP-
positive structures were smaller than dextran-laden vesicles, and 
displayed slow and non-directional mobility, in contrast to the faster and 
directional mobility of dextran-laden vesicles. Nef.GFP negligibly co-
localized with different endosomes including Dextran-laden vesicles, but 
significantly co-localized with membranes immuno-positive for 
tetraspanins CD9 (36±4 %) and CD81 (22±1 %). Expression of Nef was 
further accompanied by a decrease in number of CD9- and CD81-positive 
structures in the periplasmalemmal space of microglia. Ionomycin-
evoked elevation in cytosolic calcium activity negligibly affected 
mobility of Nef.GFP structures, but strongly and irrecoverably attenuated 
mobility of dextran-laden vesicles. A slow time-dependent decrease in 
number of Nef.GFP-positive structures was observed in non-stimulated 
controls (5±1 structures/min), but not in ionomycin-stimulated cells (0±2 
structures/min; P<0.05), indicating that elevated free intracellular Ca2+ 
concentration ([Ca2+]i) inhibits the release of Nef.GFP structures. Our 
results thus suggest that Nef is likely released by ectosomes after budding 
from the plasmalemma and not by regulated exocytosis of exosomes from 
the lumen of multivesicular bodies in microglia. 
 
Gabrovec A. Znotrajcelična porazdelitev in mobilnost proteina Nef virusa HIV-1 v kulturi humanih celic mikroglije. 






KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
KAZALO VSEBINE V 
KAZALO SLIK VIII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI IX 
 
1 UVOD 1 
2 PREGLED OBJAV 2 
2.1 CELICE MIKROGLIJE IN HIV-1 2 
2.1.1 Celice mikroglije in njihova vloga v možganih 2 
2.1.2 Okužba možganov z virusom HIV-1 in vloga proteina Nef 2 
2.2 VIRUSNI PROTEIN Nef 3 
2.2.1 Protein HIV-1 Nef ima fleksibilno strukturo 3 
2.2.2 Homodimernost proteina Nef  4 
2.3 PROTEIN Nef VPLIVA NA REORGANIZACIJO 
AKTINSKEGA CITOSKELETA 5 
2.3.1 Citoplazemski Nef 5 
2.3.2 Polariziranost aktinskega citoskeleta vpliva na urejenost 
domen lipidnih splavov 5 
2.3.3 Protein Nef vpliva na strukturno urejenost aktinskega 
citoskeleta 5 
2.3.4 Aktinski citoskelet vpliva na enodo- in eksocitozo 6 
2.4 VEZAVA Nef V MEMBRANO 7 
2.4.1 Protein Nef spreminja strukturo in sestavo celičnih membran 9 
2.4.2 Protein Nef in lipidni splavi 9 
2.4.3 S tetraspanini obogateni lipidni splavi  10 
2.4.4 Virus HIV-1 se oblikuje in odcepi iz stukturno specifičnih 
membran celice 10 
2.4.5 Vloga tetraspaninov v razširjanju virusa HIV-1 11 
2.5 Nef V ENDOSOMALNEM SISTEMU 11 
2.5.1 Nef spodbudi internalizacijo velikega nabora različnih 
trasmembranskih poteinov iz površine celice 11 
2.5.2 Virioni HIV-1 se kopičijo v multivezikularnih telescih 
makrofagov 12 
2.5.3 Morfologija in nastanek stuktur IPMC/VCC 13 
2.6 ZNOTRAJCELIČA DINAMIKA STRUKTUR POVEZANIH Z 
Nef 13 
2.7 VLOGA PROTEINA Nef PRI NASTANKU IN IZLOČANJU 
VIRUSNIH DELCEV 14 
Gabrovec A. Znotrajcelična porazdelitev in mobilnost proteina Nef virusa HIV-1 v kulturi humanih celic mikroglije. 




2.8 NAMEN DELA 15 
3 MATERIAL IN METODE 16 
3.1. GOJIŠČA IN RAZTOPINE 16 
3.1.1 Hranilo gojišče 16 
3.1.2 Lipofekcijsko gojišče 16 
3.1.3 Zunajcelična raztopina 16 
3.1.4 Raztopina PBS (angl. »Phoshate-bufferd saline«) 16 
3.1.5 Raztopina govejega serumskega albumina (angl. »Bovine 
serum albumin«) 16 
3.1.6 Založna raztopina ionomicina 17 
3.1.7 Založna raztopina fluorescentnega dekstrana 17 
3.1.8 Reagenti 17 
3.1.9 Protitelesa 17 
3.1.10 Plazmid pNef.GFP 18 
3.2 CELIČNA KULTURA MIKROGLIJE 18 
3.3 PRIPRAVA KROVNIH STEKELC PREPLASTENIH S POLI-L-
LIZINOM 18 
3.4 NACEP CELIC MIKROGLIJE NA KROVNA STEKELCA 18 
3.5 LIPOFEKCIJA 19 
3.6 FLUORESCENTNO OZNAČEVANJE ENDOCITOTSKIH 
MEŠČKOV 19 
3.7 FLUORESCENTNO OZNAČEVANJE PLAZMALEME IN 
VIZUALIZACIJA 19 
3.8 IMUNOCITOKEMIČNO OZNAČEVANJE CELIČNIH 
PREDELKOV 19 
3.9 ANALIZA VELIKOSTI FLUORESCENTNIH MEŠIČKOV 20 
3.10 ANALIZA KOLOKALIZACIJE FLUORESCENCE 20 
3.11 REGIJSKA ANALIZA INTENZITETE IN KOLOKALIZACIJE 
FLUORESCENCE 21 
3.12 ANALIZA MOBILNOSTI MEŠIČKOV 21 
3.13 ANALIZA IZLOČANJA Nef.GFP-POZITIVNIH STRUKTUR 22 
3.14 VIZUALIZACIJA IN ANALIZA CITOSOLNE AKTIVNOSTI 
KALCIJA 22 
3.15 STATISTIČNA ANALIZA 22 
4 REZULTATI 24 
4.1 LOKALIZACIJA Nef.GFP V CELICAH MIKROGLIJE 24 
4.1.1 Nef.GFP se obilno lokalizira ob plazmalemi in skromno v 
dekstran-pozitivnih endo-/lizosomih mikroglije v kulturi 24 
4.1.2 Nef.GFP se znatno vključuje v membrane obogatene s 
tetraspaninoma CD9 in CD81 in skromno v endosomalne 
predelke 25 
Gabrovec A. Znotrajcelična porazdelitev in mobilnost proteina Nef virusa HIV-1 v kulturi humanih celic mikroglije. 




4.2 ANALIZA MEMBRANSKE KOLOKALIZACIJE Nef 27 
4.2.1 Nef zmanjša izražanje tetraspanina CD81 27 
4.2.2 Nef.GFP spodbudi izključevanje tetraspaninov CD9 in CD81 
iz plazmaleme 28 
4.3 MOBILNOST 30 
4.3.1 Nef.GFP-pozitivne strukture kažejo omejeno in neusmerjeno 
mobilnost v primerjavi z mobilnostjo dekstran-pozitivnih 
mešičkov 30 
4.3.2 Povečanje [Ca2+]i zavre mobilnost dekstran-pozitivnih 
mešičkov in ne vpliva na mobilnost Nef-pozitivnih struktur 32 
4.3.3 Povečnje [Ca2+]i zavre spontano, počasno izločanje Nef.GFP-
pozitivnih struktur iz mikroglije 36 
5 RAZPRAVA 38 
5.1 V MIKROGLIJI ČLOVEKA SE Nef LOKALIZIRA V 
MEŠIČKOM PODOBNE STRUKTURE, KI SO 
PORAZDELJENE PO CITOSOLU IN ZLASTI OB 
MEMBRANAH OBOGATENIH S TETRASPANINOMA CD9 
IN CD81 38 
5.2 Nef ZMANJŠA IZRAŽANJE TETRASPANINA CD81 V 
MIKROGLIJI 39 
5.3 CELIČNI MEHANIZEM TRANSPORTA Nef.GFP-
POZITIVNIH STRUKTUR SE RAZLIKUJE OD TRANSPORTA 
POZNIH ENDO-/LIZOSOMOV 41 
5.4 MEHANIZEM IZLOČANJA Nef.GFP-POZITIVNIH 
STRUKTUR IZ MIKROGLIJE SE RAZLIKUJE OD 
URAVNAVANE, OD Ca2+-ODVISNE EKSOCITOZE 42 
6 SKLEPI 44 
7 POVZETEK 45 
8 VIRI 46 
         ZAHVALA 
 
  
Gabrovec A. Znotrajcelična porazdelitev in mobilnost proteina Nef virusa HIV-1 v kulturi humanih celic mikroglije. 






Slika 1: Shematičen prikaz proteina Nef v različnih konformacijskih oblikah 8 
Slika 2: Nef.GFP je porazdeljen ob plazmalemi in ne v endosomih 
mikroglije 25 
Slika 3: Imunocitokemična karakterizacija Nef.GFP-pozitivnih struktur v 
mikrogliji 26 
Slika 4: Nef zmanjšuja izražanje tetraspanina CD81 v mikrogliji 28 
Slika 5: Nef zmanjša količino tetraspaninov CD9 in CD81 v 
periplazmalemalnem pasu mikroglije 29 
Slika 6: Spontana mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur v mikrogliji 31 
Slika 7: Spontana mobilnost dekstran-pozitivnih mešičkov v Nef.GFP-
izražajoči mikrogliji 32 
Slika 8: Draženje mikroglije z ionomicinom povzroči prehodno povečanje 
[Ca2+]i 34 
Slika 9: Draženje celic mikroglije z ionomicinom ne vpliva na mobilnost 
Nef.GFP-pozitivnih struktur in zavre mobilnost dekstran-pozitivnih 
mešičkov 35 
Slika 10: Monilnost dekstran-pozitivnih mešičkov se ne obnovi med akutnim 
draženjem mikroglije z ionomicinom 36 
Slika 11: Draženje mikroglije z ionomicinom zavre počasno, spontano 





Gabrovec A. Znotrajcelična porazdelitev in mobilnost proteina Nef virusa HIV-1 v kulturi humanih celic mikroglije. 




OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
[Ca2+]i znotrajcelična koncentracija prostih Ca
2+ 
AIDS sindrom pridobljene imunske pomankljivosti (angl. "Acquired 
Immune Deficiency Syndrome") 
AP protein adaptorskega kompleksa (angl. "adaptor protein") 
Arp2/3 z aktinom povezan proteinski kompleks-2/3 (angl. "actin related 
protein-2/3 complex") 
ATP adenozin 5'-trifosfat 
CL3 lahka veriga z mikrotubuli povezanega proteina 3A (angl. "microtubule 
associated proteins 1A/1B light chain 3A") 
COP-1 protein vezikularnega proteinskega plašča (angl. "coat complex 
proteins") 
CTL citotoksični CD8+ T limfocit 
DC dendritične celice 
DMEM hranilno gojišče (angl. »Dulbecco's Modified Eagle's Medium«) 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina 
EEA1 protein zgodnjih endosomov (angl. "early endosome antigen 1") 
Env HIV-1 protein virusne ovojnice  
ER endoplazemski retikulum 
ESCRT proteinski sortirni kompleks endosomov (angl. " endosomal sorting 
complexes required for transport") 
FBS serum govejega zarodka (angl. »fetal bovine serum«) 
GA Golgijev aparat 
GABA γ-aminomaslena kislina 
Gag HIV-1 protein Gag poliprotein (angl: »Gag polyprotein«) 
GFP zeleni fluorescentni protein (angl. "green fluorescent protien") 
GM1 monozialo-tetraheksozil gangliozid monosialična kislina (angl: 
»monosialotetrahexosylganglioside«) 
HAD blaga oblika HAND 
HAND s HIV povezane nevrološke bolezni (angl. HIV-associated 
neurocognitive disorder) 
HIV virus človeške imunske pomankljivosti (angl. "human 
immunodeficientni virus") 
ILV mešički v svetlini mutlivezikularnih telesc (angl. "intralumenal 
vesicles") 
IPMC znotrajcelični membranski predelki povezani s plazmalemo (angl. " 
intracellular plasma membrane conected compartments")  
Lamp1 lizosomski membranski protein 1 (angl. "lysosomal associated 
membrane protein 1") 
LIGHT član družine tumorskih nekrotičnih dejavnikov 14, opredeljen tudi kot 
CD258 (angl: »tumor necrosis factor superfamily member 14«) 
Lyn tirozinska proteinska kinaza Lyn (angl: »Tyrosine-protein kinase 
Lyn«) 
MHC-I/-II poglavitni kompleks tkivne skladnosti I/II (angl. "major 
histocompatibility complex") 
MVB multivezikularno telesce (angl. "multivesicular body") 
Nef.GFP protein Nef označen z GFP 
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N-WASP protein Wiskott-Aldrichovega sindroma (angl. "neural Wiskott-
Aldrich syndrom protein") 
IS imunska sinapsa 
PI(4,5)P2 fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 
PLL poli-L-lizin (angl. »poly-L-lysine«) 
PM plazmalema 
PS fosfatidilserin 
SIM Simiajnska imunska pomankljivost (angl. "Simian immune 
deficiency") 
TEA območja obogatena s tetraspanini (angl. "tetraspanins enriched areas") 
TEM membranske domene obogatene s tetraspanini (angl. "tetraspanins 
enriched microdomains") 
Tsg101 komponenta kompleksa ESCRT  
Vav protein proto-onkogen vav, ki spada v družino Dbl izmenjevalnih 
dejavnikov gvaninskih nukleotidov 
VCC membranski predelki, ki vsebujejo viruse (angl. "virus containg 
compartments") 
VLP virusom podobni delci (angl. "virus like particles") 
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Mikroglija so ključne tarčne celice virusa človeške imunske pomankljivosti tipa 1 (HIV-
1) v možganih. Te celice so, podobno kot makrofagi v telesu, rezervoar virusnih delcev 
in prispevajo k patogenezi virusa. Okužba z virusom HIV-1 vodi do neozdravljive bolezni 
AIDS (sindroma pridobljene imunske pomankljivosti). Protein Nef (Negativni faktor) je 
pomožni protein virusa HIV-1, ki je ključnega pomena za napredovanje okužbe do 
razvoja bolezni AIDS, za katero sta značilna imunska pomankljivost in demenci podoben 
upad kognitivnih funkcij. V splošnem Nef različno vpliva na biologijo celice in deluje na 
širok nabor tarčnih proteinov; kljub številnim raziskavam je njegov vpliv na življenjski 
krog in patologijo virusa HIV-1 še nepopolnoma pojasnjen. 
 
Nef se močno izraža v zgodnji fazi po okužbi celic in vpliva na sestavo plazmalme tako, 
da večinoma zmanjša, izjemoma pa tudi poveča izražanje membranskih proteinov 
(dejavnik tumorske nekroze (TGN), član družine tumorskih nekrotičnih dejavnikov 14 
(LIGHT), za dendritične celice specifični neintegrin, ki veže znotrajcelično adhezijsko 
molekulo 3 (DC-SIGN)) na površini celic. Ta učinek v veliki meri doseže z uravnavanjem 
znotrajceličnega transporta in spodbujanjem ekso- ter endocitoze. Nef tudi poveča 
infektivnost in virulentnost HIV-1 ter se izloča iz okuženih celic z zunajceličnimi vezikli. 
Slednje lahko sprejmejo bližnje celice, v katerih Nef deluje podobno kot v izvorni celici; 
spodbudi ekso- in endocitozo, spremeni proteom celice, zmanjša število receptorskih 
molekul na površini celic in vpliva na transport endosomov. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 CELICE MIKROGLIJE IN HIV-1 
 
2.1.1 Celice mikroglije in njihova vloga v možganih 
 
Mikroglija so makrofagne celice centralnega živčnega sistema (CŽS), ki imajo 
pomembno vlogo v ohranjaju strukturne in kognitivne integritete možganov (Elskabes in 
sod., 1996; Streit, 2005; Wake in sod., 2013). Ob povečanem izločanju vnetnih 
dejavnikov ali povečani koncentraciji Ca2+ ionov v medceličnini se aktivirajo, postanejo 
mobilne in potujejo proti izvoru izločenega kemijskega dejavnika (Schipke in sod., 2002; 
Sieger in sod., 2012; Nakajima in Kohsaka, 2001). S fagocitozo odstranjujejo dele 
propadlih celic, omejujejo poškodbo pri travmatičnih poškodbah možganov, tvorijo 
brazgotinasto tkivo in uravnavajo prepustnost krvno-možganske pregrade (Napoli in 
Neumann, 2009; Chao in sod., 1992; Davis in sod., 1994). Kot takšne sodelujejo v 
patoloških stanjih in so tarča patogenov ter zato izvor patoloških sprememb, lahko pa 
vplivajo na patološko sliko že s samim odzivom na patološko stanje možganskega tkiva 
v okviru njihove temeljne funkcije. Mikroglija so tudi tarča okužbe z virusom HIV-1 v 
možganih (Sawada, 2009; Lannes in sod., 2017). Okužene celice mikroglije z izločanjem 
kemokinov sodelujejo pri povečanju prepustnosti krvno-možganske pregrade, olajšajo 
prehod okuženim monocitom v možgane in omogočajo razvoj HAND (angl. HIV-
associated neurocognitive disorder) (Persidsky in sod., 1999; Annunziata, 2003). 
 
2.1.2 Okužba možganov z virusom HIV-1 in vloga proteina Nef 
 
Virus HIV-1 je retrovirus iz družine lentivirusov, ki se prenaša z izmenjavo telesnih 
tekočin. Virus primarno okuži CD4+ T celice in makrofage. Kronična okužba vodi v 
razširitev virusa v različna tkiva in organe, v katerih si podredi različne celične 
mehanizme za učinkovito pomnoževanje in razširjanje. Okužba končno privede do 
sindroma pridobljne imunske pomanjkljivosti (ang: Acuired Immune Deficiency 
Syndrome (AIDS)), za katerega je značilna izguba CD4+ T celic in resni primeri 
priložnostnih okužb (Maartens in sod., 2014). Del patogeneze AIDS je tudi HAND (ali v 
primeru zdravljenja z obstoječimi protiretrovirusnimi zdravili blažja oblika tega stanja 
poimenovana HAD (angl. »HIV associated dementia«)), ki je posledica 
nevrodegeneracije zaradi okužbe možganskih celic z virusom HIV-1; tudi celic 
mikroglije (González-Scarano in Martin-Garcia, 2005). Gentetska hipervariabilnost 
omogoča virusu HIV-1 zelo učinkovito izogibanje pritiskom gostiteljskega imunskega 
sistema, prav tako tudi uveljavljenim metodam zdravljenja bolezni. Dodatno k temu 
prispevata še življenjski cikel virusa, ki vključuje integracijo virusnega genoma v genom 
gostitelja in obstojnost virionov v latentnih telesnih rezervoarjih (Stevenson, 2003). 
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Ključnega pomena za učinkovito širjenje virusa so interakcije s komponentami 
gostiteljskih celic, ki vodijo v podrejanje celičnega transporta, prenosa signalov in 
transkripcijskega aparata gostiteljske celice potrebam virusa. Poleg treh esencialnih 
genov gag, pol in env, ki pri večini retrovirusov zadostujejo za podvajanje virusov, virusi 
HIV in SIM vsebujejo še šest odprtih bralnih okvirjev: tat in rev sta ključna za podvajanje 
virusa, med tem kot se za nadaljnje štiri, nef, vpu, vif in vpr(vpx) zdi, da nimajo nobene 
nepogrešljive funkcije. Kljub temu so evolucijsko ohranjeni, kar nakazuje na njihovo 
potencialno vlogo pri širjenju in infektivnosti virusa (Arold in Baur, 2001).  
 
Protein Nef igra ključno vlogo v poteku okužbe, saj spodbuja infektivnost virusnih delcev 
in proizvodnjo novonastalih (»progeni«) virusov. Dodatno je vpleten v izogibanje 
prepoznave okuženih celic imunskemu sistemu; ključno vlogo tako igrata od proteina Nef 
odvisno zmanjševanje števila kompleksov MHC-I in CD4 na celični površini. MHC-I 
posreduje informacijo o okužbi celice z virusom in tako izpostavi tudi okužene celice 
citotoksičnim CD8+ T limfocitom (CTL), ki celico ubijejo. CD4 deluje kot receptor za 
vezavo virusnega proteina Env, ki omogoča pritrditev virusa na plazmalemo napadene 
celice (Kirchhoff, 2009). Dodaten dejavnik uspešne okužbe je tudi vzpostavitev latentne 
oblike virusa v sami celici. V makrofagih so opisali t.i. virusne membranske predelke 
(VCC) (ang: virus-containing compartments), vakuolam podobne uvihke plazmaleme, ki 
so s tankimi cevkami povezani s površino celice, v katere se iz membranskih domen 
obogatenih s tetraspanini (TEM) odcepljajo virusni delci (Deneka in sod., 2007; Jouve in 
sod., 2007; Ono in sod., 2010). Omenjene strukture so lahko latentni virusni rezervoarji, 
saj so v njih zbrani virusni delci izpostavljeni znotrajceličnemu okolju, ki omogoča 
njihovo dolgotrajnejšo virulentnost (Mlcochova in sod., 2013). 
 
2.2 VIRUSNI PROTEIN Nef 
 
2.2.1 Protein HIV-1 Nef ima fleksibilno strukturo  
 
Protein HIV-1 Nef je 27 kDa velik protein, ki je post-translacijsko miristiliran na N-koncu 
polipetidne verige (Gayer in sod., 2001). Protein sestavljata dva strukturno ločena dela: 
a) N-terminalno območje, ki deluje kot fleksibilna roka na koncu katere je vezan 
miristilat, b) dokaj ohranjeno osrednje območje proteina, ki se zvije v stabilno in urejeno 
globularno domeno s fleksibilnejšo C-terminalno zanko (Grzesiek in sod., 1997). Oba 
končna dela molekule (N-terminalna roka in C-terminalna znaka) sta variabilna in 
obogatena s kratkimi, linearnimi signalnimi zaporedji (vzroci aminokislinskih zaporedij, 
ki temeljijo na tirozinu in dileucinu ter diacidni vzorci), ki jih prepoznavajo komponente 
tarčnih molekul (Arhel in Kirchhoff, 2009; Roeth in Collins, 2006). Sidrna roka na N-
terminalnem delu proteina je strukturno neurejena, dokler se nanjo ne veže miristinska 
kislina (Brauer in sod., 2006; Gayer in sod., 1999). Vključitev proteina Nef v membrano 
stabilizira protein v odprto konformacijo, ki je potrebna za vzpostavitev interakcije s 
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tarčnimi proteini (Arold in Baur, 2001). Zaradi splošno podolgovate strukture proteina, 
je velika površina molekule (glede na njen volumen) izpostavljena topilu (Geyer in sod., 
2001). Večina aminokislinskih vzorcev, ki omogočajo fizičen stik s celičnimi dejavniki, 
je lociranih na zelo fleksibilnih predelih proteina (Grzesiek in sod., 1997), ki v celici 
omogočajo interakcijo proteina Nef s širokim naborom vezavnih partnerjev (Gayer in 
sod., 2001). Funkcionalnost proteina Nef je odvisna od okolja in od vezavnega partnerja; 
oboje determinira konformacijsko stanje in izpostavljenost specifičnih vezavnih domen 
proteina (Fackler in sod., 1997; Arora in sod., 2002). Miristiliran Nef je dobro topen tudi 
v vodnem okolju, kar kaže na (prehodno) konformacijo, ki ščiti lipidni del proteina (Baur 
in sod., 2006). Vezava miristinske kisline v polarno vdolbino omogoča konformacijsko 
stabilizacijo miristiliranega proteina, ko ta ni vezan v membrano (Resh, 2013).  
 
2.2.2 Homodimernost proteina Nef 
 
Protein Nef lahko tudi oligomerizira, homodi- in trimere proteina so potrdili tako in vivo 
kot in vitro (Fujii in sod., 1996; Kienzle in sod., 1993). Monomerna in oligomerna oblika 
proteina Nef v raztopini sta v ravnovesju, ki je odvisno od koncentracije (Grzesiek in 
sod., 1997). Nekatere raziskave podpirajo zamisel, po kateri je močno ohranjen 
aminokislinski ostanek D123 na globularni domeni ključnega pomena za 
homodimerizacijo Nef (Arold in sod., 2000; Liu in sod., 2000). Ta ostanek je ključen tudi 
za od Nef odvisno zmanjševanje števila CD4 in MHC-I molekul na površini celice ter za 
spodbujanje virusne infektivnosti, kar kaže na možnost, da homodimerizacija Nef vpliva 
na funkcionalnost proteina (Liu in sod., 2000). V splošnem lahko oligomerizacija Nef 
sproži specifične dogodke v celični signalizaciji in endocitozi; kvartarna sturktura 
proteina Nef morda lahko olajša funkcionalno povezavo celičnih dejavnikov ali poveča 
afiniteto Nef za oligomerne tarče (Arold in Baur, 2001); nekateri receptorji se 
internalizirajo s celične površine v dimerni obliki, kot npr. CD4 (Liu in sod., 2000). Med 
drugim pa lahko multimerizacija miristiliranega proteina sproži vezavo miristinske 
kisline v polarno vdolbino proteina; dimerizacija bi tako lahko imela tudi vlogo 
konformacijskega stikala, ki uravnava vključitev ali izključitev proteina iz membrane 
(Resh, 2013). Protein Nef ima takšno vdolbino na stiku N-terminalne roke in globularne 
domene (Freund in sod., 1994; Arold in Baur, 2001). Tovrstno uravnavanje celične 
lokalizacije proteina Nef podpira podatek o prisotnosti dimernega Nef le v citoskeletni 
celični frakciji; miristilacija olajša vezavo proteina na aktin s katerim tvori komplekse z 
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2.3 PROTEIN Nef VPLIVA NA REORGANIZACIJO AKTINSKEGA 
CITOSKELETA 
 
2.3.1 Citoplazemski Nef 
 
V celicah okuženih z virusom HIV-1, kot tudi v transduciranih celicah, so našli 
pomembno velik delež (60-75 %) proteina Nef v citosolu (Gerlach in sod., 2010; Giese 
in sod., 2006; Bentham in sod., 2006; Fackler in sod., 2006), kjer je v miristilirani obliki 
vezan na citoskelet (Kaminchik in sod., 1994; Niederman in sod., 1993; Coates in sod., 
1996; Fackler in sod., 1997). Trenutno je še nejasno, ali membranski in citosolni Nef 
odražata dve različni populaciji, ki sta v dinamičnem ravnotežju ali odražata ločeni 
biokemični obliki molekule z različnimi funkcijami (Bentham in sod., 2006).  
 
2.3.2 Polariziranost aktinskega citoskeleta vpliva na urejanje domen lipidnih 
splavov 
 
Raghupathy in sodelavci (2016) so ugotovili, da je za tvorbo nanoskupkov v plazmalemi 
ključnega pomena interakcija fosfolipidov z dolgimi nasičenimi verigami (npr. s 
fosfatidilserinom (PS) obogateni notranji sloj plazmaleme) z aktinskimi filamenti, ki se 
imobilizirajo in stabilizirajo lokalne domene v urejeno tekočo fazo (Raghupathy in sod., 
2016). Poleg lateralne mobilnosti elementov plazmaleme je ključnega pomena za 
nastanek lipidnih splavov še reorganizacija aktinskih filamentov (Goswrichankar in sod., 
2012; Heinemann in sod., 2013). Z vključevanjem holesterola in vezavo aktina na 
membrano se lipidni splavi združujejo (Goswami in sod., 2008). Kusumi in sodelavci so 
opisali model, po katerem aktinski filamenti vezani na membranske splave omejujejo 
lateralno difuzijo membranskih proteinov in lipidov ter uravnavajo nastanek 
membranskih splavov (Ritchie in sod., 2003; Kusumi in sod., 2004), poleg tega pa tudi 
združevanje splavov, ki lahko tvorijo funkcionalne membranske domene (Suzuki in sod., 
2012a; Suzuki in sod., 2012b). Protein Nef se zaradi naboja primarno lokalizira v 
notranjem sloju plazmaleme, ki je obogaten s PS (Gayer in sod., 2001; Yeung in sod., 
2008). Z neposredno interakcijo preko SH3 domene, Nef aktivira tirozinsko proteinsko 
kinazo Lyn (Trible in sod., 2006), ki spodbudi polimerizacijo aktina in olajša zbiranje 
gangliozida monosialične kisline (GM1) v domenah splavov; za združevanja splavov je 
poleg aktivnega proto-onkogena Vav potreben tudi dodatni, zunajcelični signal (Villalba 
in sod., 2001).  
 
2.3.3 Protein Nef vpliva na sturkturno urejnost aktinskega citoskeleta 
 
Nef neposredno vpliva na reorganizacijo aktinskega omrežja v gostiteljski celici in olajša 
prehod virusnih sredic skozi periferni aktinski citoskelet (Campbell in sod., 2004). Nef 
vpliva na aktinski citoskelet preko interakcije z Rac1 aktivirano kinazo 2 (PAK2), ki 
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nadalje inhibira aktin-depolarizacijski dejavnik kofilin, ki neposredno spodbuja 
polimerizacijo aktina (Stopl in sod., 2010). Nef aktivira tudi kinazo Vav (Fackler in sod., 
1999) in aktivacija Vav1/Rac1 signalne poti nadalje spodbudi reorganizacijo aktinskega 
citoskeleta, ki je nujna za stabilizacijo nastajajočih lipidnih splavov, spodbuja pa tudi 
agregacijo PKCθ splavov v membranskih območjih obogatenih s tetraspanini, ki v 
aktiviranih T celicah tvorijo imunske sinapse (IS) (Villalba in sod., 2001; Head in sod., 
2013; Fackler in sod., 2007). Okužba z virusom HIV-1 moti nastajanje imunskih sinaps, 
saj protein Nef preko PAK2 zmanjšuje fosforilacijo N-WASP (ang: neural Wiskott-
Aldrich syndrome protein), ki je fosforiliran aktivator Arp2/3 kompleksa (ang: actin-
related protein-2/3 complex) in kot tak med drugim inducira polimerizacijo aktina ter 
vpliva na reorganizacijo aktina v funkcionalni stik (IS) (Fackler in sod., 2007). Nef z 
vplivom na polimerizacijo aktinskega citoskeleta moti nastajanje nekaterih z aktinom 
obogatenih celičnih struktur (mikrovili, IS) (Tan in sod., 2013), spodbuja pa nastajanje 
drugačnih struktur, kot so, npr. filopodiji (Haller in sod., 2007), uropodiji in membranske 
resice v dendritičnih celicah (Quaranta in sod., 2003) in za HIV-1 okužbo relevantne 
virološke sinapse, ki omogočajo neposredni prenos virusnih delcev iz celice v celico 
(Weng in sod., 2009; Fackler in sod., 2007). Raziskav Jolly-ja in sodelavcev (2007) 
kažejo, da je aktinsko omrežje ključno pri vzpostavljanju interakcije med HIV-1 
poliproteinom Gag in proteinom virusne ovojnice Env, ki sta prisotna na mestu zbiranja 
HIV-1 virusnih delcev (Gag) in v veziklih (Env), ki se odcepijo od plazmaleme (Jolly in 
sod., 2007; Sasaki in sod., 2004).  
 
2.3.4 Aktinski citoskelet vpliva na endo- in eksocitozo 
 
Aktin je vezan na PI(4,5)P2 v membrani (Sechi in Wehland, 2000), oblikuje periferno 
(kortikalno) aktinsko omrežje pod plazmalemo in vpliva na endo- in eksocitozo (Muallem 
in sod., 1995). S HIV-1 izzvana inhibicija remodeliranja aktina posredovana preko 
filamina, kofilina ali ARP2/3 privede do blokade zlivanja ali širitve fuzijske pore med 
endocitozo (Taylor in sod., 2011). N-WASH vpliva na IS in tudi na sortirne procese med 
endocitozo (Chang in sod., 2005; Chang in sod., 2003; Tauton in sod., 2000). V zgodnjem 
stadiju endocitoze N-WASP in Dinamin-2 tvorita kompleks (Otsuki in sod., 2003). 
Pizzato in sodelavci (2007) so pokazali, da je interakcija Nef z Dinaminom-2 pomembna 
za izboljšane virulentnosti HIV-1 (Pizzato in sod., 2007). Miyauchi in sodelavci (2009) 
so pokazali, da Dinamin-2 spodbuja zlivanje HIV-1 virionov, vendar ne preko neposredne 
povezave s proteinom Nef (Miyauchi in sod., 2009). Polimerizacija aktina igra 
pomembno vlogo pri ločitvi endocitotskega mešička od plazmaleme (Kaksonen in sod., 
2003; Merrifield in sod., 2005). Tsujita in sodelavci (2006) so na primeru proteina FBP17 
pokazali, da se le-ta preko SH3 domene veže na N-WASP in na Dinamin-2 ter ju fizično 
poveže in spodbuja endocitozo; v primeru preprečene polarizacije aktina se namesto 
endocitotskih mešičkov tvorijo tubularne strukture (Tsujita in sod., 2006). Poleg tega 
Dinamin-2 v kombinaciji s polariziranostjo aktinskega citoskeleta uravnava fuzijsko poro 
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med ekso- in endocitozo ter vpliva na vstop virusa HIV-1 v celico (González-Jamett in 
sod., 2013; Jones in sod., 2017). Za izboljšanje infektivnosti HIV-1, ki je odvisno od Nef, 
je potrebna prisotnost Dinamina-2 v celici (Pizzato in sod., 2006).  
 
2.4 VEZAVA Nef V MEMBRANO 
 
Čeprav je miristilacija ključnega pomena za vsaditev Nef v membrano (Bentham in sod., 
2006), sama po sebi ne zadostuje za stabilno vsaditev proteina v lipidni dvosloj (Murray 
in sod., 1998). Poskusi z mutacijami v genu nef so razkrili, da ima poleg miristata ključno 
vlogo tudi polibazična domena (argininski in lizinski skupek) na distalnem koncu sidrne 
roke (Slika 1) (Walker in sod., 1998; Bentham in sod., 2006). Nef se vsidra v membrano 
v dveh zaporednih korakih; 1. med hitrim korakom se vzpostavi elektrostatska interakcija 
z membrano in poteče vsidranje miristata; 2. med počasnim korakom se tvori amfipatična 
N-terminalna vijačnica. Prvi korak močno olajša ukrivljena membrana (Gerlach in sod., 
2010) in skupki bazičnih aminokislin, ker ojačajo elektrostatske interakcije s kislimi 
fosfolipidi, ki so obogateni v membranah endosomov, endoplazemskem retikulumu ter v 
citoplazmeskem sloju plazmaleme. Na tak način ima polibazična domena v kombinaciji 
z miristatom pomembno vlogo pri lokalizaciji proteina v citoplazemski sloj plazmaleme 
in membrane endosomov (Bentham in sod., 2006; McCabe in Berthiaume, 1999). Ne-
miristiliran Nef se do določene mere lahko veže v membrane, vendar kaže, da je 
lokaliziran izključno periferno in ima zelo omejeno sposobnost premika s plazmaleme v 
membrane endosomov (Bentham in sod., 2006). Slednje lahko potrjuje domnevo, da je 
Nef v osnovi usmerjen na plazmalemo in se šele z retrogradnim transportom locira v 
membrane endosomov ter recirkulira nazaj na plazmalemo (Arold in Baur, 2001; 
Bentham in sod., 2006). Potencialno lahko razložimo preferenco proteina Nef do 
plazmaleme s splošno ugotovitvijo po kateri se proteini z več pozitivnimi naboji raje 
vključujejo v bolj negativni citoplazemski sloj plazmaleme, v nasprotju z manj pozitivno 
nabitimi proteini, ki se raje vključujejo v endosomalne membrane bližje jedru (Yeung in 
sod., 2008). Protein Nef s skupno šestimi pozitivnimi naboji na 22 N-terminalnih 
aminokislinskih ostankih spada med močneje pozitivno nabite proteine (Gerlach in sod., 
2010) in se kot tak ne veže v membrane, ki ne vsebujejo negativno nabitih lipidov. 
Zanimivo je, da lipidi, kot so PI(4,5)P2, holesterol in sfingomielin ne spremenijo vezavne 
kintetike proteina Nef (Gerlach in sod., 2010). Za zbiranje in odcepljanje virusa HIV-1 
so ključne membrane obogatene s sfingomielinom, glikosfinoglipidi, holesterolom in 
predvsem s fosfolipidom PI(4,5)P2 (Ono in sod., 2004; Ono in sod., 2010; Mlcochova in 
sod., 2013; Thali, 2011). V makrofagih igrajo to vlogo endosomalne membrane, ki 
najverjetneje izhajajo iz plazmaleme (Jouve in sod., 2007). Mutiran Nef protein, ki izgubi 
sposobnost vključevanja v membrane tako ne vpliva na gostoto izraženih receptorjev na 
površini celice in izgubi spodobnost izboljševanja infektivnosti virusnih delcev (Gayer in 
sod., 2001).  
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Slika 1: Shematični prikaz proteina Nef v različih konformacijskih oblikah  
Vsidranje proteina Nef v membrano spremeni konformacijo proteina iz zaprte v odprto, ki omogoča dostop 
do vezavnih domen: a) neaktivna (»zaprta«) konformacija: N-konec in zanka sta oviti okoli osrednje 
domene in zakrivata sidrna ter vezavna zaporedja. Kratka C14 miristilacijska skupina lahko interagira s 
hidrofobno regijo na osrednji domeni. Skupek bazičnih (pozitivnih) aminokislinskih ostankov (ostanki 4-
21) se izniči v interakciji s skupkom kislih (negativnih) nabojev (E62EEE65) in osrednja zanka se lahko 
poveže z osrednjo domeno s hidrofobnimi in/ali elektrostatskimi interakcijami. b) na membrani – »signalna 
konformacija«: stik z membrano sproži premik N-konca in s tem izpostavitev več vezavnih mest, tudi mest 
za vezavo signalnih molekul. c) v membrano vezan Nef v signalni konformaciji lahko zaradi fosforilacije 
ali stika s tarčno molekulo preide v odprto konformacijo, v kateri je v interakciji z vezavnimi proteini 
(povzeto po Arold in Baur, 2001). 
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2.4.1 Protein Nef spreminja strukturo in sestavo celičnih membran 
 
Vsebnost lipidov in proteinov v plazmalemi je uravnavana z usmerjenim transportom 
mešičkov ter omejeno lateralno mobilnostjo molekul v membranskih domenah (Goldberg 
in Riordan, 1986). Nef vpliva na transport mešičkov in s tem tudi na sestavo plazmaleme, 
saj povzroči internalizacijo različnih membranskih proteinov na površini celice (CD4 
virusni receptor, restrikcijski dejavniki, imunoreceptorji, tetraspanini, membranski 
trasporterji) (Sudgen in sod., 2016; Pereira in daSilva, 2016) in spremi nivo celičnega 
izražanja nekaterih proteinov, kot sta tetraspanina CD81 in CD82 (Lambelé in sod., 
2015). Vezava proteina v dvosloj lahko povzroči deformacijo in poveča ukrivljenost 
membrane; nastanejo lahko celo tubuli, ki merijo 13 nm v premeru (Gerlach in sod., 
2010). 
 
2.4.2 Protein Nef in lipidni splavi 
 
Kljub temu, da Nef ne kaže izrazite afinitete do specifičnih lipidov (PI(4,5)P2, holesterola 
ali sfingomielina) (Gerlach in sod., 2010), se lahko kopiči v membranah obogatenih s 
tetraspanini (Deneka in sod., 2007; Wang in sod., 2000), holesterolom in 
glikosfingolipidom GM1, markerjem lipidnih splavov obogatenih s sfinogolipidi in 
holesterolom (Zheng in sod., 2001). Približno 5 % delež proteina Nef, ki je vsidran v 
membrano, je vključen v lipidne splave, ki so opredeljeni kot mikrodomene odporne proti 
detergentom (Alexander in sod., 2004; Wang in sod., 2000; Zheng in sod., 2001). Nef v 
celicah spodbuja odcepljanje virionov iz membranskih domen obogatenih s holesterolom 
in posledično povečuje infektivnost virionov (Zheng in sod., 2001). S preusmerjanjem 
celičnih poti za transport holesterola iz celice, Nef spodbuja nastajanje lipidnih domen 
obogatenih s holesterolom (Cui in sod., 2012; Zheng in sod., 2003). Lipidni splavi so v 
splošnem pomembni za vstop/izstop virusov v/iz celic, kot take jih opredeljujemo na 
podlagi visoke vsebnosti holesterola in netopnosti v detergentih (Chazal in Gerlier, 2003).  
Vključevanje proteina v lipidne splave omogočajo lizinski aminokislinski ostanki v 
fleksibilnem N-terminalnem predelu Nef (Krautkomer in sod., 2004; Giese in sod., 2006). 
Lizinski aminokislinski ostanki so ključni tudi za pozitiven vpliv proteina Nef na 
infektivnost virionov ter za pomnoževanje virusa v limfocitih T (Giese in sod., 2006). 
Vključenost proteina Nef v lipidne splave sicer ne vpliva na z Nef posredovano 
izključevanje receptorjev iz plazmaleme (npr. CD4 in MHC-I) in tudi ne vpliva na 
infektivnost virionov (Sol-Foulon in sod., 2004). Z vsidranjem v različne membrane in 
verjetno tvorbo oligomerov Nef deluje kot navzkrižni povezovalec in domnevno spodbuja 
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2.4.3 S tetraspanini obogateni lipidni splavi 
 
Družina tetraspaninov združuje nabor majhnih proteinov s štirimi transmembranskimi 
območji, ki jih ločijo daljša in krajša zunajcelična zanka in kratka notranja zanka na 
sredini. Citoplazemska N- in C-terminalna predela sta pogosto palmitoirana (Florin in 
Lang, 2018; Thali, 2009; Seigneuret in sod., 2001). Redko delujejo kot receptorji na 
površini celice na katere se vežejo ligandi, med seboj se povezujejo v homo-oligomere 
ter na isti (cis) strani membrane vzpostavijo tesne povezave z drugimi 
transmembranskimi proteini (npr. integrini, imunoglobulini), citoskeletnimi proteini in 
signalnimi molekulami (Hemler, 2005; Stipp in sod., 2001; Suarez in sod., 2018). S tem 
oblikujejo lipidnim splavom podobne strukture, t.i. s tetraspanini obogatene 
mikrodomene (TEM) (Florin in Lang, 2018), ki pa se razlikujejo od lipidnih splavov v 
membrani (Espanel in sod., 2008). Poleg TEM poznamo še s tetraspanini obogatena 
membranska območja (TEA), ki so majhne, heterogene in dinamične membranske 
ploščadi, v katerih začasno zastajajo lipidi in proteini (predvsem tetraspanini in njihovi 
vezavni partnerji), ki se po nekaj-sekundnem obdobju spet sprostijo in nadalje premikajo 
v membrani s prosto difuzijo (Dehmane in sod., 2018; Florin in Lang, 2018).  
 
2.4.4 Virus HIV-1 se oblikuje in odcepi iz strukturno specifičnih membran celice 
 
Ugotovljen visok delež holesterola in sfingolipidov v virusni ovojnici HIV-1 je bil prvi 
znak, da se virus HIV-1 odceplja iz specifičnih membranskih domen okuženih celic 
(Murakami, 2008; Jolly in Sattentau, 2007; Nyddegger in sod., 2006). V različnih 
raziskavah so potrdili, da se HIV-1 delci zbirajo in izločajo iz membranskih domen 
obogatenih s tetraspanini CD9, CD63, CD81, CD82 (Nydegger in sod., 2006; Jolly in 
Sattentau, 2007; Grigorov in sod., 2006), CD53 in tetraspaninom 14 (Deneka in sod. 
2007; Chertova in sod., 2006). Te domene so obogatene tudi z negativno nabitim 
fosfolipidom PI(4,5)P2 (Thali, 2009; Ono in Fred, 2001; Ono in sod., 2010). Z različnimi 
raziskavami so potrdili prisotnost tetraspaninov v ovojnici viriona in virusih delcih 
izločenih iz okuženih celic (Lenassi in sod., 2010; Jolly in Sattentau, 2007). Dahmane in 
sodelavci (2014) so pokazali, da sta tetraspanina CD9 in CD81 specifično vključena v 
membranska območja, v katerih se zbira protein Gag (Dahmane in sod., 2014), kar 
podpira zamisel, da celične in virusne komponente spodbujajo nastanek mikrodomen 
obogatenih s tetraspanini, ki so primerne za izvedbo specifičnih korakov v življenjskem 
ciklusu virusa (Krementsov in sod., 2010; Dahmane in sod., 2018), vključno z vstopom 
virusa (Gordón-Alonso in sod., 2006), podvojevanjem (Fu in sod., 2015; Chen in sod., 
2008), zbiranjem in sestavljanjem virusa (Nydegger in sod., 2006) in sproščanja 
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2.4.5 Vloga tetraspaninov v razširjanju virusa HIV-1 
 
Nekateri proteini HIV-1 (med njimi tudi Nef in Vpu) zmanjšajo izražanje tetraspaninov 
CD9, CD81 in CD82 v plazmalemi in jih do določene mere označijo za razgradnjo (Haller 
in sod., 2014; Trippett in sod., 2013). Čeprav delecija teh proteinov ne vpliva na 
učinkovitost izločanja virusnih delcev, tetraspanini inhibirajo zlivanje celičnih membran. 
Povečano vključevanje tetraspaninov v virione tako zmanjša infektivnost le-teh 
(Krementsov in sod., 2009; Thali, 2009; Sato in sod. 2008) in negativno vpliva na samo 
učinkovitost prenosa virusnih delcev iz celice v celico (Sudgen in sod., 2016; Jolly in 
Sattentau, 2007; Weng in sod., 2009). Po drugi strani tetraspanini CD9, CD81 in CD63 v 
plazmalemi preprečujejo zlivanje sosednjih celic, ki jo spodbuja virusni protein Env v 
plazmalemi. Tetraspanini tako omogočajo nastanek viroloških sinaps namesto sincicija, 
ki bi lahko nastal z zlitjem membran sosednjih celic (Weng in sod., 2009). Okužene 
celice, ki tvorijo sincicij praviloma izločajo več virionov na časovno enoto, vendar tudi 
hitro propadejo. Nasprotno omogočajo virološke sinapse dolgotrajen in zato učinkovitejši 
prenos virusnih delcev v sosednje celice (Gordón-Alonso in sod., 2006). Nekateri 
tetraspanini lahko zaščitijo virione pred lizo, ki jo povzroči serumski komplement, in tako 
zagotovijo večjo stabilnost virionov v zunajceličnem okolju ter povečano infektivnost in 
vivo (Ott, 2008). Z mutacijami ali inhibiranjem izražanja tetraspaninov so pokazali, da 
zmanjšano izražanje tetraspaninov vodi v manj uspešen vstop virusa in zavira njegovo 
podvajanje v makrofagih (Trippett in sod., 2013). Nasprotujoče ugotovitve kažejo na 
pleiotropične učinke tetraspaninov, tako pozitivne kot negativne, na razširjanje virusa 
HIV-1 (Thali, 2009).  
 
2.5 Nef V ENDOSOMALNEM SISTEMU 
 
2.5.1 Nef spodbudi internalizacijo velikega nabora različnih transmembranskih 
proteinov iz površine celice 
 
V membrano vezan miristiliran Nef izpostavi del površine preko katere vstopa v nadaljnje 
interakcije (Geyer in sod., 2001; Arold in Bauer, 2001) z receptorji na plazmalemi, 
sortirnimi receptorji in signalnimi proteini (Marsh, 1999). Najbolj je raziskan vpliv 
proteina Nef na količino primarnega receptorja HIV-1 CD4 in aktivnega kompleksa 
MHC-I na celični površini, ki sta tudi neposredno povezana s pro-virusno aktivnostjo Nef 
(Roeth in Collins, 2006). V membrano vključen Nef se povezuje v di- ali tripartitne 
komplekse z velikim naborom transmembranskih proteinov v plazmalemi in 
adaptorskimi proteini (AP kompleksi, ß-COP veriga) ter njihovimi celičnimi dejavniki 
(Arf1/-6, PACS1, PACS2,…) (Pereira in daSilva, 2016). Deluje kot povezovalni element 
in stabilizator povezave med njegovimi tarčnimi proteini in elementi endocitotskega 
aparata (Sudgen in sod., 2016). Dvo- ali tripartitni kompleks se internalizira kot del 
klatrinskega mešička ali od-klatrina neodvisnih internaliziranih endosomalnih mešičkov 
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(Pereira in daSilva, 2016). Nef nastale endosome najpogosteje usmeri v degradacijo 
(Rhee in Marsh, 1994). Ključnega pomena je interakcija proteina Nef s ß-COP, ki je eden 
od sedmih podenot (ß-veriga) COP-I sortirnega kompleksa in močno homologen ß verigi 
AP kompleksov (Benichou in sod., 1994) ter verjetno dejavnik, ki usmeri internalizirane 
mešičke (zgodnje endosome) v smer dozorevanja v pozne endosome, le-ti se nadalje 
zlivajo z lizosomi (Periera in deSilva, 2016). Pozni endosomi se preoblikujejo v multi-
vezikularna telesca (MVB) s posredovanjem proteinov ESCRT kompleksa. Zaradi 
neposredne interakcije s proteinoma Tsg101 in Alix, Nef vključen v membrano MVB 
vpliva na selekcijski proces internaliziranja delov zunanje membrane v lumen 
endosomalnega mešička in spodbuja nastanek notranjih luminalnih mešičkov (ILV). 
Novonastal MVB se lahko zlije z lizosomi, v katerih se razgradijo ILV in njihova vsebina. 
Alternativno se MVB zlijejo s plazmalemo in izločijo ILV kot eksosome (Pereira in 
deSilva 2016; Jouve in sod., 2007; Fevrier in Raposo, 2004). 
 
2.5.2 Virioni HIV-1 se kupičijo v multivezikularnih telescih makrofagov 
 
Številne objave kažejo, da protein Nef spodbudi kopičneje MVB v celicah (Stumptner-
Cuvelette in sod., 2003). Leta 2007 so izšli trije članki, v katerih so avtorji poročali o 
znotrajceličnih strukturah, ki so značilne za makrofage in nekatere druge 
nehematopoetske celice, v katerih se zbirajo in odcepljajo virioni HIV-1 (Jouve in sod., 
2007). Z imunsko elektronsko mikroskopijo so potrdili prisotnost MVB markerjev, npr. 
tetraspaninov CD9 in CD63, holesterola in MHC-II, ki jih vsebujejo tudi virioni sproščeni 
iz okuženih makrofagov (Jouve in sod., 2007); od poznih endosomov ali MVB se 
razlikujejo po posebnih lastnostih, kot sta nevtralni pH in cevaste povezave s plazmalemo 
(Tan in Sattentau, 2013). Te strukture so poimenovali predelki, ki vsebujejo viruse 
(»virus-containing compartments« (VCC) (Deneka in sod., 2007)) ali s plazmalemo 
povezani predelki (»intracellular plasma membrane connected comparments« (IPMC)), 
saj vzpostavijo specifične povezave s celičnim površjem. Slednje so opazili tudi v 
neokuženih makrofagih (Mlcochova in sod., 2013), prav tako kot t.i. »elektronsko goste 
plašče« (ang: electron-dense coats), ki se pojavljajo v citoplazemskih regijah IPMC/VCC 
membran. V teh regijah so našli ß integrin CD18, s katerim se povezujeta integrina α 
CD11b in CD11c. Izražanje omenjenih molekul se poveča z razvojem struktur IPMC med 
diferenciacijo makrofagov (Tan in Sattentau, 2013; Pelchen-Matthews in sod., 2011). 
Integrin CD18 se veže na aktinski citoskelet preko proteinov adhezijskih plakov talina, 
vikulina in paksilina, zaradi česar je normalna morfologija VCC/IPMC odvisna od 
integritete aktinskega citoskleta. Po odstranitvi CD18 ali depolimerizaciji aktina te 
strukture razpadejo na majhne, z virusi napolnjene mešičke na periferiji celice 
(Mlcochova in sod., 2013; Tan in Sattentau, 2013; Logan in Mandato, 2006). 
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2.5.3 Morfologija in nastanek struktur IPMC/VCC  
 
Strukture opredeljene kot VCC ali IPMC (Jouve in sod., 2007; Pelchen-Matthews in sod., 
2012; Deneka in sod., 2007; Mlcochova in sod., 2012) so videti kot dinamične, povezane 
vakuole različnih velikosti; med seboj in s celičnim površjem jih povezujejo tanke 
membranske cevke ali tesno zložene membrane (Mlcochova in sod., 2012). Razdelimo 
jih lahko na tri morfološke tipe: a) vakuolam podobne strukture s premerom 1 – 1,5 μm, 
ki vsebujejo intraluminalne vezikle s premerom > 50 nm, b) membranske zvitke in c) 
membrane povezane v gobaste strukture (Deneka in sod., 2007). Način in mehanizem 
nastanka teh struktur sta neraziskana, prav tako je neznana funkcija IPMC v neokuženih 
celicah (Tan in Sattentau, 2013; Pelchen-Matthews in sod., 2011). Po okužbi makrofagov 
s HIV se poveča od proteina Nef odvisno izražanje teterina, ki se lokalizira na površini 
VCC in fizično zadružje virione v VCC (Chu in sod., 2012). V celicah okuženih z virusom 
HIV prihaja do kopičenja HIV-1 proteina Gag v membranah obogatenih s tetraspanini 
CD9, CD81, CD82, CD53, CD63, holesterolom in PI(4,5)P2; te membrane večinoma 
ustrezajo mestom odcepljanja virusom podobnih delcev (VLP) iz membran (Dahmane in 
sod., 2014). Takšna sestava je značilna tudi za membrane IPMC/VCC, iz katerih se 
odcepljajo virusi iz celičnih linij monocitnega izvora (Mlcochova in sod., 2013; Deneka 
in sod., 2007; Ono in sod., 2010). Po infekciji monocitov s HIV-1 lahko po celotnem 
profilu celice opazimo močno povečanje površine, ki jo zamejujejo membrane IPMC 
struktur (Welsch in sod., 2011). Proteini HIV-1 lahko interagirajo s proteini kompleksa 
ESCRT, kot sta Tsg101 in/ali Alix (Pereira in daSilva, 2016), ki je odgovoren za 
biogenezo MVB. Igra tudi vlogo pri nastanku HIV-1 delcev, ki naj bi se odcepili v 
notranjost VCC na enak način kot luminalni mešički v MVB (Jouve in sod., 2007). Isti 
proteini kompleksa ESCRT so udeleženi tudi pri nastanku in odcepljanju mešičkov iz 
plazmaleme (Erlich in sod., 2010; Welsch in sod., 2007). Na podoben način lahko 
nastanejo tudi virioni na membranah VCC. Potencialno se virusni delci lahko izločajo 
tudi skozi cevke, ki povezujejo strukture IPMC s celično površino (Jouve in sod., 2007). 
Čeprav so označene virusne delce opazili tudi v takšnih cevkah, je slednja razlaga 
vprašljiva, saj imajo cevke zelo ozek premer, 120 – 200 nm (Chu in sod., 2012). Po drugi 
zamisli naj bi se virioni odcepljali v lumen struktur VCC, ki delujejo kot rezervoarji 
virionov, v katerih lahko slednji preživijo več dni, morda tednov (Mlcochova in sod., 
2013). 
 
2.6 ZNOTRAJCELIČNA DINAMIKA STRUKTUR POVEZANIH Z Nef 
 
Glede na mobilnost lahko molekule in celične predelke opredelimo kot: nemobilne, 
neusmerjeno mobilne ali aktivno in usmerjeno mobilne (Stayer in Almers, 1999; Oheim 
in Stuhmer, 2000). Nemobilne strukture so stabilno vezane v/na membrano, medtem ko 
se aktivno in usmerjeno mobilne strukture premikajo vzdolž polariziranih elementov 
(tirov) citoskeleta s pomočjo motornih proteinov. Neusmerjeno mobilne strukture 
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praviloma niso povezane s citoskeletom in se prosto, difuzijsko premikajo v citosolu. 
Njihova mobilnost je odvisna od difuzijskega koeficienta, od gostote in obsega 
polimerizacije citoskeleta ter od hidrodinamičnih interakcij med samimi strukturami in 
citoskeletom (Miyamoto in sod., 1993; Wong in sod., 2004). Kot neusmerjeno mobilne 
strukture lahko opredelimo tudi strukture, ki so vezane na membrano z daljšo vezavno 
ročico, ki omejuje njihovo premikanje. Nofal in sodelavci so tako okarakterizirali 
mobilnost na membrano vsidranih (angl. »docked«) mešičkov, ki se je razlikovala od 
mobilnosti mešičkov, ki so bili z membrano povezani preko fuzijske pore (angl. 
»primed«) in so bili skoraj nemobilni (Nofal in sod., 2007). V preteklosti so v astrocitih 
(podtipu celic glije) podrobno okarakterizirali mobilnost endosomov in različnih 
sekrecijskih mešičkov (Potokar in sod., 2010; Stenovec in sod., 2011, 2014, 2016, 2018), 
ki je odvisna od citoskeleta (Potokar in sod., 2007, 2005). Aktivno in usmerjeno 
mobilnost omogočata omrežje mikrotubulov in aktinskih filamentov, vzdolž katerih 
usmerjeno korakajo motorni proteini, ki prenašajo specifične celične strukture (Gaudin in 
sod., 2013). Oblika in obseg polimeriziranosti elementov citoskeleta sta odvisna od 
fiziološkega stanja celice (Garbuglia in sod, 1999; Steinmetz in sod., 1997). Povečana 
koncentracija prostih kalcijevih ionov v citoplazmi astrocitov upočasni in zmanjša 
usmerjeno mobilnost mešičkov (Potokar in sod., 2008). Več raziskovalnih skupin je 
pokazalo, da protein Nef preko interakcije s IP3 receptorjem izzove sproščanje Ca
2+ iz 
znotrajceličnih zalog in poveča [Ca2+]i (Zhou in sod., 2009). Povečana aktivnost 
citosolnega kalcija zavre mobilnost mešičkov z zakisano svetlino (Stenovec in sod., 
2019). 
 
Raziskave zadnjih 20 let potrjujejo vpliv proteina Nef na znotrajcelični transport (povzeto 
v: Pereira in daSilva, 2016). Preučevanje kinetike zmanjšanja receptorja CD4 na površini 
celice je tako razkrilo, da se CD4 internalizira v nekaj minutah po vezavi Nef v membrano 
celic (Piguet in sod., 1999; Lu in sod., 1998). 
 
2.7 VLOGA PROTEINA Nef PRI NASTANKU IN IZLOČANJU VIRUSNIH 
DELCEV 
 
Številne celice izločajo eksosome, ki so vpleteni v medcelično signalizacijo in prenos 
snovi med celicami (Pilzer in sod., 2005; Lopez-Verrilli in sod., 2013). Ustaljene poti za 
izločanje zunajceličnih mešičkov izkoriščajo tudi virusi (Wurdinger in sod. 2012). 
Mešičke, ki se izločajo iz celic lahko opredelimo glede na njihovo velikost in način 
izločanja. Eksosomi so manjši (30-100(150) nm v premeru) ILV, ki se po zlitju MVB s 
plazmalemo izločijo v zunajcelično okolje. Ektosomi (tudi mikrovezikli) se spročajo 
neposredno iz plazmaleme in so praviloma večji ((100)200-500(2000) nm v premeru) 
(Cocucci in Meldolesi, 2015; Choi in sod., 2013; Akers in sod., 2013). Nef spodbuja 
izločanje zunajceličnih mešičkov, v katere je lahko vključen tudi sam (Raymond in sod., 
2011; Lee in sod., 2016; Baur in sod., 2011). Po izločanju iz okuženih celic igra vlogo v 
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razvoju patološkega stanja HAND, saj deluje nevrotoksično in slabi kognitivne 
sposobnosti (Saribas in sod., 2017; Chompre in sod., 2013). Zunajcelične vezikle z Nef 
lahko sprejmejo sosednje celice (Campbell in sod., 2008), v katerih učinkuje podobno kot 
v gostiteljski celici; npr. spodbudi apoptozo CD4 T celic (Lenassi in sod., 2010). HIV-1 
praviloma izbrsti iz plazmaleme v zunajcelično okolje (Ono in sod., 2010; Gan in Gauld, 
2011). Virusni delci HIV-1 se prenašajo med celicami tudi preko medceličnega stika 
poimenovanega virološka sinapsa, v nekaterih tkivih pa virus celo spodbudi tvorbo 
sincicijev (Thali, 2009). V makrofagih in celicah, ki izhajajo iz monocitov, se virusni 
delci zbirajo na membranah IPMC, v katere se odcepljajo (Welsch in sod., 2011). Glede 
na to, da ima mikroglija v možganih vlogo makrofagov, bi lahko pričakovali podobne 
strukture tudi v mikrogliji, čeprav trenutno ni podatkov, ki bi to potrjevali.  
 
Mehanizem za izločanje mikrovezikularnih struktur iz mikrolgije je uravnavana 
eksocitoza, kot tudi ektocitoza (Bianco in sod., 2009). Za ektosome, v nasprotju z 
eksosomi, je značilna visoka vsebnost lipida PS (fosfatidil serina), sicer pa se lipidna 
sestava mešičkov, ki se izločijo iz mikroglije z ektocitozo, razlikuje od sestave 
plazmaleme in je skladna z zamislijo po kateri se ektosomi izločijo iz membranskih 
splavov (Prada in sod., 2013; Ellwanger in sod., 2017;.Paolicelli in sod., 2018).  
 
2.8 NAMEN DELA 
 
V magistrskem delu smo z optofiziološko tehniko laserske konfokalne mikroskopije 
raziskali: 
 
1. porazdelitev in subcelično lokalizacijo fluorescentno označenega 
virusnega proteina Nef (Nef.GFP) v specifičnih celičnih predelkih 
mikroglije človeka v kulturi 
2. vpliv povečane aktivnosti citosolnega kalcija na mobilnost Nef.GFP-
pozitivnih struktur ter dekstran-pozitivnih mešičkov v mikrogliji človeka 
3. vpliv povečane aktivnosti citosolnega kalcija na izločanje Nef.GFP-
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 GOJIŠČA IN RAZTOPINE 
 
3.1.1 Hranilo gojišče  
 
Astrocite v kulturi smo gojili v hranilnem gojišču DMEM (angl. »Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium«) s 4500 mg/L D-glukoze, ki smo mu dodali 10 % fetalnega seruma 
goveda, FBS (angl. »Fetal Bovine Serum«) (Biochrom AG, Berlin, Germany), 1 mM Na-
piruvata, 2 mM L-glutamina in zmes antibiotikov 5 U/mL penicillina/ 5 μg/mL 
streptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA). 
 
3.1.2 Lipofekcijsko gojišče 
 
Za izvedbo lipofekcijo smo pripravili hranilno gojišče DMEM s 4500 mg/L D-glukoze, 
ki smo mu dodali 1 mM Na-piruvat in 2 mM L-glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
ZDA).  
 
3.1.3 Zunajcelična raztopina 
 
Zunajcelična raztopina je vsebovala 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 10 mM D-
glukoze in 10 mM HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazietansulfonska kislina). pH 7,2 
smo dosegli s titracijo z NaOH. Raztopino smo pripravili iz sestavin v najčistejši dostopni 
obliki (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA). 
 
3.1.4 Raztopina PBS (angl. »Phosphate-bufferd saline«) 
 
Raztopino smo pripravili z raztapljanjem tablete reagenta PBS v destilirani vodi. 
Raztopina je vsebovala 10 mM fosfatnega pufra, 2,7 mM KCl in 137 mM NaCl. 
Pripravljeno raztopino smo sterilno filtrirali skozi filter s premerom por 0,22 μm (Sarsted, 
Nemčija) in do uporabe hranili v hladilniku pri 4°C, ali v zmrzovalniku pri -20°C. 
 
3.1.5 Raztopina govejega serumskega albumina (angl. »Bovine serum albunin«) 
 
Raztopino smo pripravili z raztapljanjem 1,2 g BSA v 40 ml raztopine PBS. Alikvote smo 
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3.1.6 Založna raztopina ionomicina 
 
Ionomicin, 1 mg, smo raztopili v 334.6 µl DMSO, alikvotirali in do uporabe hranili v 
zamrzovalniku pri -20°C. Dražečo raztopino ionomicina smo pripravili iz zunajcelične 
raztopine, ki smo ji dodali 4 mM založne raztopine ionomicina do končne koncentracije 
2 μM. Za kontrolno draženje smo uporabili zunajcelični raztopino, ki smo ji dodali le 
nosilno raztopino DMSO do končnega deleža 0,5 ‰ (v/v). 
 
3.1.7 Založna raztopina flourescentnega dekstrana 
 
Fluoresetni dekstran (Alexa Flour 546, 10000 MW, D22911, Thermo Fisher Scientific; 
Massachusetts, ZDA) smo raztopili v raztopini PBS do končne koncentracije 1 mM. 




• Fluo-4 (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA), 
• SlowFade Gold anti-fade reagent with DAPI (Molecular Probes, Oregon, ZDA). 
 
3.1.9 Protitelesa  
 
Primarna: 
• zajčje poliklonsko protitelo proti GFP (green flourescent protein; AB3080, Merck 
Milipore); redčeno v razmerju 1:200 v 3 % raztopini BSA, 
• mišje monoklonsko protitelo proti CD9 (cluster of differentiation 9; MCA469GT, 
Bio-Rad, Oxford, UK); redčeno v razmerju 1:500 v 3 % raztopini BSA, 
• mišje monoklonsko protitelo proti CD81 (cluster of differentiation 81; NBP1-
4461, Novus Biologiacals, Bio-Techne, Oxon, UK); redčeno v razmerju 1:200 v 
3 % raztopini BSA, 
• mišje monoklonsko protitelo proti TSG101 (protein encoded by tumor 
susceptibility gene; ab83, Abcam, Cambridge, UK); redčeno v razmerju 1:100 v 
3 % raztopini BSA, 
• mišje monoklonsko protitelo proti LC3 (microtubule-associated protein 1 light 
chain 3; M152-3, MBL, Woburn, MA, USA); redčeno v razmerju 1:50 v 3 % 
raztopini BSA, 
• mišje monoklonsko protitelo proti EEA1 (early endosomal antigen; 610456, BD 
Biosciences, Oxford, UK); redčeno v razmerju 1:100 v 3 % raztopini BSA, 
• zajčje poliklonsko protitelo proti LAMP1 (lysosomal associated membrane 
protein 1; 1:300; Abcam, Cambridge,  UK). 
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• kozje proti-zajčje protitelo označeno z Alexa Flour 546 (1:600; Thermo Fisher 
Scientific); redčeno v razmerju 1:600 v 3 % raztopini BSA, 
• kozje proti-mišje protitelo označeno z Alexa Flour 546 (1:600; Thermo Fisher 
Scientific); redčeno v razmerju 1:600 v 3 % raztopini BSA. 
 
3.1.10 Plazmid pNef.GFP 
 
Plazmid pNef.GFP z zapisom za Nef divjega tipa, ki je označen z zelenim flourescentnim 
proteinom (GFP) je darilo dr. Metke Lenassi, Univerza v Ljubljani. 
 
3.2 CELIČNA KULTURA MIKROGLIJE 
 
V poizkusih smo uporabili imortalizirane (SV40/hTERT) celice mikroglije, ki so jih 
izolirali iz možganske skorje človeka v laboratoriju prof. Jonathana Karna (Western 
Reserve University, Cleveland, ZDA). Celice smo gojili v hranilnem gojišču v atmosferi 
5% CO2/95% zrak v termostatiranem inkubatorju (37°C) in presajali vsakih 7 dni, da ni 
prišlo do konfluentne prerasti celic. Pred izvedbo poizksov smo celice tripsinizirali, 
nasadili krovna stekelca preplastena s poly-L-lizinom in vzdrževali pri 37°C v atmosferi 
5 % CO2/95% zrak ter 95 % relativni zračni vlažnosti v inkubatorju.  
 
3.3 PRIPRAVA KROVNIH STEKELC PREPLASTENIH S POLI-L-LIZINOM 
 
20-30 krovnih stekelc smo prenesli s pinceto v petrijevke (P60), sterilizirali 10 min v 
mirkovalovni pečici, inkubirali 15-20 min v EtOH in vsakega dvakrat sprali v petrijevkah 
P60 z 10 ml ddH2O. Sprana krovna stekelca smo preložili v petrijevke P60 ter inkibirali 
20 min v raztopini poli-L-lizina (PLL) razredčeni 1:100 z ddH2O. Nato smo stekelca 
dvakrat sprali z 10 ml ddH2O, položili na rob petrijevke P35 ter posušili 1-2 uri v 
laminariju. Posušena krovna stekelca smo namestili v petrijevke, zavili v parafilm in do 
uporabe hranili v hladilniku pri 4°C. 
 
3.4 NACEP CELIC MIKROGLIJE NA KROVNA STEKELCA 
 
Iz kultivacijske posode s kulturo mikroglije smo odpipetirali hranilno gojišče, celicam 
dodali 1,5 ml raztopine zmesi tripsin/EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) in 
inkubirali 5 min pri 37°C ter dodali ogreto hranilno gojišče. Pod presevnim svetlobnim 
mikroskopom smo sproti preverili odlepljanje celic od podlage in celično suspenzijo 
odpipetirali v dve 1,5 ml centrifugirki. Suspenzijo smo centrifugirali 5 min pri 900 
obratih/min (Centric 150, Tehtnica, Železniki, Slovenija), odstranili supernatant in pelet 
s celicami nežno resuspendirali v 0,5 ml hranilnega gojišča. 50 μl celične suspenzije smo 
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nanesli s pipeto na sredino krovnega stekelca preplastenega s PLL, inkubirali 20 min pri 
37°C ter oskbeli z 2 ml svežega gojišča. Celice na krovnih stekelcih smo vzdrževali v 




Za vizualizacijo in analizo mobilnosti Nef.GFP-pozitivnih struktur smo celice tranfecirali 
s plazmidom pNef.GFP z uporabo reagenta Lipofektamin LTX (Thermo Fisher 
Scientific) po navodilih proizvajalca. DNA (~1 μg/μL) smo zmešali z 1 μL Plus Reagenta 
redčenega v 50 μL hranilnega gojišča brez seruma. 2 μL reagenta Lipofektamin LTX smo 
redčili v 50 μL hranilnega gojišča brez seruma. Obe raztopini smo nato združili in 
inkubirali 5 min na sobni temperaturi. Celice smo sprali z hranilnim gojiščem brez 
seruma, dodali 900 μL hranilnega gojišča brez seruma in 100 μL lipofekcijske zmesi. 
Kulture smo inkubirali 3 h na 37°C v atmosferi 5% CO2/95% zrak in nato dodali 30 μL 
Ultroser G (Pall Corporation, Port Washington, NY, USA). Hranilno gojišče brez seruma 
smo naslednji dan zamenjali s svežim hranilnim gojiščem s serumom. Transfecirane 
celice smo pod mikroskopom opazovali 48-72 ur po transfekciji. 
 
3.6 FLUORESCENTNO OZNAČEVANJE ENDOCITOTSKIH MEŠIČKOV  
 
Dan pred izvedbo poizkusov smo žive transfecirane celice inkubirali preko noči v 
hranilnem gojišču s 10 μM fluorescentnim dekstranom v termostatiranem inkubatorju. 
 
3.7 FLUORESCENTNO OZNAČEVANJE PLAZMALEME IN VIZUALIZACIJA 
 
V poizkusih, v katerih smo želeli vizualizirati plazmalemo, smo celicam v merilni kamrici 
dodali 400 μL zunajcelične raztopine s 4 μM stirilnim barvilom FM4-64 (T3166, Thermo 
Fisher Scientific), ki je obarval plazmalemo in internalizirane endocitotske mešičke 
(Rigal et al. 2015). FM4-64 smo vzbujali s svetlobo argonskega laserja z valovno dolžino 
488 nm in emitirano svetlobo filtrirali v območju 630-755 nm. 
 
3.8 IMUNOCITOKEMIČNO OZNAČEVANJE CELIČNIH PREDELKOV 
 
Transfecirane celice smo sprali (3 min) s PBS in fiksirali v formaldehidu (4 % redčen v 
PBS) 15 min, permeabilizirali s 0,1 % Triton X-100 10 min in nato štirikrat sprali s PBS 
pri sobni temperaturi. Flourescenco nespecifično obarvanega ozadja smo zmanjšali z 
inkubacijo celic v blokirnem pufru s 10 % (v/v) kozjim serumom v PBS 1 h pri 37°C. 
Nato smo celice ponovno štirikrat sprali s PBS in inkubirali s primarnimi protitelesi 
redčenimi v 3 % (w/v) BSA preko noči pri 4°C. Naslednji dan smo celice štirikrat sprali 
s PBS in inkubirali 45 min v temi pri 37°C s sekundarnimi anti-zajčjimi ali anti-mišjimi 
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protitelesi redčenimi v 3 % raztopini BSA. Celice smo nato štirikrat sprali s PBS. Na 
označena objektna stekelca smo nanesli 8 μL reagenta SlowFade Gold antifade (Thermo 
Fischer Scientific), ki zmanjša bledenje fluoroforjev ter nanje položili krovna stekelca, ki 
smo jih pritrdili na objektna stekelca s prozornim lakom za nohte. Pripravljene preparate 
smo do uporabi hranili v temi pri 4°C. 
 
3.9 ANALIZA VELIKOSTI FLUORESCENTNIH MEŠIČKOV 
 
Konfokalne mikrografije smo izvozili kot tiff datoteke v program ImageJ (dostopen na 
spletni strani National Institute of Health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/) in najprej 
odšteli razpršeno fluorescenco ozadja Nef.GFP s pomočjo programskega orodja, ki 
temelji na principu »polmera kotaleče žoge« (angl. »rolling ball radius«). Kot mejno 
vrednost smo izbrali polmer 10 pikslov. Nadaljnjo analizo Nef.GFP- in dekstran-
pozitivnih mešičkov smo opravili z istim programom, v katerem smo ocenili navidezno 
velikost obeh tipov mešičkov. Kot najmanjše območje, ki je opredelilo posamezen 
mešiček v mikrografiji smo uporabili 3 sosednje piksle (velikost piksla 0,132 x 0,132 
μm), ki so prekrivali površino 0,052 μm2. 
 
3.10 ANALIZA KOLOKALIZACIJE FLUORESCENCE 
 
Subcelično lokalizacijo Nef.GFP struktur v človeških celicah mikroglije smo 
kvantificirali z ugotavljanjem kolokalizacije fluorescence Nef.GFP z imunocitokemično 
označenimi proteini plazmaleme ali endosomalnih predelkov (zgodnjih endosomov, 
avtofagosomov, poznih endosomov/lizosomov, MVB). Kolokalizacijo med rdečo 
flourescenco imunoflourescentnih GFP, CD9, CD81, TSG101, LC3, EEA1 in LAMP1) 
in zeleno flourescenco Nef.GFP, smo kvantificirali v 8-bitnih TIFF slikah izvoženih v 
program ColocAna (Celica Biomedical, Ljubljana, Slovenija) (Kreft in sod., 2004). 
Program je zbral podatke o flourescenci pikslov z nadpražno intenziteto v posameznem 
kanalu (zelenem ali rdečem) in pikslov z nadpražno fluorescenco v obeh kanalih (zelenem 
in rdečem - skupaj). Pražno vrednost za kolokalizacijo fluorescence smo nastavili na 20 
% maksimalne fluorescence, da bi minimalizirali lažno prekrivanje fluorescence, ki je 
lahko posledica zelo majhne razadlje med dvema točkastima objektoma ali izvira iz 
struktur nad / pod žariščno ravnino, ki prispevajo nekaj razpršene svetlobe. Kolokalizacija 
fluorescence imunsko ozančenih markerjev (v %) smo ugotavljali glede na fluorescenco 
zelenih, Nef.GFP pikslov. Na enak način smo kvantificirali tudi kolokalizacijo 
fluorescence dekstran-pozitivnih mešičkov ali FM4-64 z fluorescenco Nef.GFP v 
mikrografijah živih celic. 
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3.11 REGIJSKA ANALIZA INTENZITETE IN KOLOKALIZACIJE 
FLUORESCENCE 
 
Z namenom, da bi analizirali intenziteto fluorescence izbranih markerjev v citosolu ali v 
tankem sloju ob plazmalemi smo s programom Obriss za programski jezik Matlab 
(MathWorks, Natick, MA, USA) obrobili posamezne celice po poteku plazmaleme in 
nato pridobili dve ločeni mikrografiji; prva je prikazovala ozek periplazemski pas v 
območju 1,32 μm navznoter in 0,26 μm navzven od linije obrobe in druga notranjost 
(preostali del) celice. Regijsko ločbo smo opravili na posnetkih celic, ki smo jih označili 
z barvilom FM4-64 in celic z imunofluorescentno označenima tetraspaninoma CD9 in 
CD81. S programom Intenziteta za programski jezik Matlab (MathWorks, Natick, MA, 
USA) smo nato neodvisno analizirali intenziteto fluorescence izbranih markerjev v obeh 
predelih celic. Najprej smo izmerili kumulativno intenziteto fluorescence markerjev v 
rdečem ali zelenem kanalu v izbranem predelu celice, le-ta je vsota nivojev sivin 
intenzitete fluorescence (1-255) vseh pikslov znotraj izbranega območja. Povprečno 
intenziteto fluorescence smo izračunali kot kvocinet kumulativne intenzitete fluorescence 
in števila pikslov. Vsota intenzitet fluorescence v periplazemskem območju in v 
notranjosti celice ustreza skupni intenziteti fluorescence izbranega markerja v posamezni 
celici. Poleg intenzitete fluorescence smo neodvisno kvantificirali še površino 
fluorescentnih struktur v programu ImageJ. Posamezen mešiček smo opredelili kot 
območje s ≥3 sosednjimi piksli (velikost piksla 0,132 x 0,132 μm) in nato ugotovoli 
skupno in relativno površino (normirano na ploskev izreza) fluorescentnih struktur 
izbranega tipa. Na istih izrezih smo kvantificirali še kolokalizacijo fluorescence FM4-64, 
CD9 in CD81 s fluorescenco Nef.GFP-pozitivnih struktur. 
 
3.12 ANALIZA MOBILNOSTI MEŠIČKOV 
 
Krovna steklca z živimi celicami smo namestili v merilno kamrico, celice oskrbeli s 400 
μL zunajcelične raztopine in prenesli na konfokalni mikroskop (LSM 780; Zeiss) ter 
opazovali skozi oljno-imerzijskim plan-apokromatski objektiv (63x, NA 1,40 Oil DIC 
M27). Nef.GFP smo vzbujali s svetlobo argonskega laserja z valovno dolžino 488 nm in 
emitirano svetlobo pasovno filtrirali v območju 495–545 nm. Fluorescentne dekstrane 
smo vzbujali s svetlobo DPSS 561-10 laserja z valovno dolžino 561 nm in emitirano 
svetlobo pasovno filtrirali v območju 575–640 nm. Konfokalne posnetke smo zajeli v 
časovnih intervalih po ~0,5 s, 1 min pred in 2 min po draženju celic z 2 μM ionomicinom. 
Časovne nize mikrografij smo izvozili v formatu TIFF in analizirali mobilnost Nef.GFP- 
in dekstranom-pozitivnih mešičkov s programom ParticleTR (Celica Biomedical, 
Ljubljana, Slovenija; Potokar in sod., 2005). Naključno smo izbrali 35-50 Nef.GFP- in 
dekstran-pozitivnih mešičkov ter jim sledili skozi celotno obdobje posnetka. Iz 
ugotovljenih koordinat lege posameznih mešičkov v zaporedju mikrografij smo 
izračunali različne parametre mobilnosti v 15-sekundnih obdobjih: dolžino poti (TL; pot, 
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ki jo je opravil posamezen mešiček), največji odmik (MD; razdalja med najbolj 
oddaljenima točkama na poti), indeks usmerjenosti (DI = MD/TL) ter hitrost. Analizo 
mobilnosti mešičkov smo izvedli 1 min pred in 2 min po aplikaciji 2 μM ionomicina ali 
nosilca, 0.5 ‰ DMSO (v/v) na celice.  
 
3.13 ANALIZA IZLOČANJA Nef.GFP-POZITIVNIH STRUKTUR 
 
Za potrebe analize izločanja Nef.GFP iz posameznih celic smo zajeli vertikalne 
skladovnice konfokalnih mikrografij (z-profil) pred daženjem in 1, 5 ter 20 min po 
darženju celic z 2 µM ionomicinom ali nosilcem. Na skladovnicah mikrografij smo 
najprej odšteli razpršeno fluorescenco ozadja in nato določili število Nef.GFP-pozitivnih 
struktur z uporabo »vtičnika« 3D števec objektov za ImageJ. Kot najmanjšo Nef.GFP-
pozitivno strukturo smo opredelili tri stikajoče voksle. Spremembo števila Nef.GFP-
pozitivnih struktur po draženju celic z ionomicinom ali nosilcem smo izrazili glede na 
začetno število struktur (v odstotkih (%)). 
 
3.14 VIZUALIZACIJA IN ANALIZA CITOSOLNE AKTIVNOSTI KALCIJA  
 
Celice na krovnih stekelcih smo inkubirali 30 min pri sobni temperaturi v zunajcelični 
raztopini z dodanim 5 μM Fluo-4-AM (Thermo Fisher Scientific); permeabilnim 
kalcijevim indikatorjem. Nato smo celice sprali s zunajcelično raztopino, inkubirali 30 
min, da je potekla de-estrifikacija acetoksimetilnega (AM) estra, prenesli v merilno 
kamrico in namestili na konfokalni mikroskop (LSM 780; Zeiss) s plan-apokromatskim 
zračnim objektivom (20x, NA 0,8). Fluo-4 smo vzbujali s svetlobo argonskega laserja z 
valovno dolžino 488 nm in emitirano flourescenco pasovno filtrirali v območju 495-565 
nm. Konfokalne mikrografije smo posneli vsako sekundo, 5 min pred in 10 min po 
dodatku 2 μM ionomicina. Spremembe intenzitete Fluo-4 odražajo spremembe [Ca2+]i. S 
programom Zen Black 2010 (Zeiss) smo obrobili celice in pridobili podatke od 
spremembi fluorescence Fluo-4 v posameznih celicah. Spremembe fluorescence v času 
smo analizirali z orodjem Kalcij za programski jezik Matlab (MathWorks, Natick, MA, 
USA), s katerim smo izmerili največjo amplitudo povečane intezitete fluorescence 
(ΔF/F0) in površino pod krivuljo povečane intenzitete fluorescence oz. časovni integral 
amplitud (ΔF/F0 * t). Bazalno raven fluorescence (F0) smo določili v začetnih 300 
mikrografijah pred aplikacijo dražljaja na celice. 
 
3.15 STATISTIČNA ANALIZA 
 
Geometrijske parametre (število in površina mešičkov), parametre mobilnosti (TL, MD, 
DI in hitrost), relativno zmanjšanje števila Nef.GFP-pozitivnih struktur in parametre 
citosolne aktivnosti kalcija (največja amplituda in integral pod krivuljo povečane [Ca2+]i) 
Gabrovec A. Znotrajcelična porazdelitev in mobilnost proteina Nef virusa HIV-1 v kulturi humanih celic mikroglije. 




smo prikazali kot povprečno vrednost ± standardna napaka. Statistično značilnost smo 
ugotavljali s testom ANCOVA za Matlab (MathWorks, Natick, MA, USA) ter Mann-
Withney-jivim testom ali testom ANOVA rangov za Excel (Microsoft, ZDA) ali 
SigmaPlot (Systat Software Inc, San Jose, CA, USA). 
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4.1 LOKALIZACIJA Nef.GFP V CELICAH MIKROGLIJE 
 
4.1.1 Nef.GFP se obilno lokalizira ob plazmalemi in skromno v dekstran-
pozitivnih endo-/lizosomih mikroglije v kulturi 
 
Biokemijskih raziskave so posredno pokazale, da se Nef.GFP lahko veže na receptorje na 
plazmalemi, sortirne receptorje in signalne proteine (Marsh, 1999) ter vključuje v 
nekatere znotrajcelične organele, kot so endosomi, lizsosomi (Madrid in sod., 2005; 
Sanfridson in sod., 1997) in MVB (Stumptner-Cuvelette in sod., 2003; Costa in sod., 
2019), ki se lahko zlijejo z lizosomi. Z namenom, da bi ugotovili specifično subcelično 
lokaliteto Nef.GFP v intaktnih, živih celicah mikroglije, smo celice v kulturi pobarvali s 
stirilnim barvilom FM4-64, ki označuje plazmalemo in endocitotske predelke ločeno 
označili s fluorescentnimi dekstrani. Dvojno-fluorescentne mikrografije živih celic so 
razkrile Nef.GFP (Slika 2A - zeleno), ki je široko porazdeljen v citosolu celic v podobi 
zrnatih struktur (t.i. zrnati Nef.GFP). Ob plazmalemi nameščen zrnati Nef.GFP se je 
deloma pobarval tudi z FM4-64 (Slika 2A – odprt kvadrat 1), kar potrjuje lokalizacijo 
Nef.GFP na plazmalemi. V Nef.GFP-izražajočih celicah, ki so bile čez noč (10 h) 
izpostavljene fluorescentnemu dekstranu, smo opazili drugačno porazdelitev (Slika 2C) 
in prostorsko ločenost Nef.GFP-pozitivnih struktur in dekstran-pozitivnih endo-
/lizosomsov (Slika 2C – odprti kvadrat 2), ki so bili porazdeljeni predvsem v 
perinuklearnem predelu celic. V manjši meri smo opazili tudi kolokalizacijo fluorescence 
Nef.GFP- in dekstran-pozitivnih mešičkov (Slika 2C – odprt kvadrat 1). S kvanititativno 
analizo smo potrdili nizko kolokalizacijo fluorescence Nef.GFP vs. dekstrani (12,8±0,5 
%) (Slika 2B) in podobno nizko kolokalizacijo fluorescence dekstranov vs. Nef.GFP 
(7,4±0,5 %) (ni prikazano). Rezultati kažejo, da se Nef.GFP praviloma ne lokalizira v 
endo-/lizosome, kot so ugotovili tudi Stenovec in sod. (2019) z alternativnim 
imunofluorescentnim označevanjem izoliranih predelkov v lahki mitohondrijski frakciji 
po frakcionaciji celic. Ločeno entiteto Nef-pozitivnih struktur in dekstran-pozitivnih 
mešičkov je potrdila tudi primerjava števila in velikosti Nef.GFP- in dekstran-pozitivnih 
mešičkov; v povprečju so bili Nef.GFP-pozitivni delci >dvakrat številčnejši (Slika 2D) in 
dvakrat manjši od dekstran-pozitivnih mešičkov (Slika 2E). Ti rezultati potrjujejo, da so 
Nef-pozitivne strukture in dekstran-pozitivni mešički različni celični predelki. 
Kvantitativna analiza kolokalizacije fluorescence FM4-64 s fluorescenco Nef.GFP 
(66,2±2,2 %) je razkrila obilno lokalizacijo zrnatega Nef.GFP na plazmalemi. Naši 
rezultati tako kažejo, da je večina zrnatega Nef.GFP v celicah mikroglije porazdeljena v 
številnih, majhnih, mešičkom podobnih strukturah na plazmalemi in v manjši meri tudi v 
notranjosti celic. 
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Slika 2: Nef.GFP je porazdeljen ob plazmalemi in ne v endosomih mikroglije 
(A) Dvojno-fluorescentna konfokalna mikrografija živih Nef.GFP-transfeciranih celic, v katerih se je 
Nef.GFP izrazil v obliki številnih, mešičkom podobnih struktur (zeleno) v citosolu. Isto celico smo obarvali 
s stirilnim fluorescentnim barvilom FM4-64, ki je poleg plazmaleme obarval tudi Nef.GFP-pozitivne 
strukture. Manjša slika povečano prikazuje predel ob plazmalemi (odprti kvadrat 1), v katerem sta dva 
Nef.GFP-pozitivna delca obarvana z FM4-64. Merilo: 10 µm (večja slika) in 0.5 μm (manjša slika). (B) 
Kvantitativna kolokalizacija (%, sredina±standardna napaka) fluorescence FM4-64 s fluorescenco Nef.GFP 
(vs. Nef.GFP) in obratno (vs. FM4-64). Opazimo lahko izrazito kolokalizacijo fluorescence FM4-64 s 
fluorescenco Nef.GFP. Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic (v B in D). (C) 
Dvojno-fluorescentna konfokalna mikrografija prikazuje porazdelitev Nef.GFP-pozitivnih struktur in z 
dekstrani označenih endosomskih mešičkov v živi transfecirani celici. Nef.GFP je »razpršeno« porazdeljeni 
po celici, medtem ko so dekstran-pozitivni mešički porazdeljeni v osrednjem predelu celice (ob jedru). 
Manjši sliki (1 in 2) povečano prikazujeta območji (odprta kvadrata 1 in 2), v katerih se je Nef.GFP 
kolokaliziral (1) ali ne (2) z dekstran-pozitivnimi mešički. Merilo: 10 µm (večja slika) in 0.5 μm (manjša 
slika). (D) Kvantitativna kolokalizacija fluorescence dekstran-pozitivnih mešičkov (Dex) s fluorescenco 
Nef.GFP (vs. Nef) in obratno (vs. Dex). Kolokalizacija fluorescence Nef.GFP z dekstran-pozitivnimi 
mešički je bila skromna v primerjavi s kolokalizacijo z membranskim barvilom FM4-64. (E-F) 
Kvantitativna primerjava (sredina±standardna napaka) števila (E) in površine (F) Nef.GFP-pozitivnih in 
dekstran-pozitivnih mešičkov v celicah mikroglije. Številke na bazi stolpcev prikazujejo število 
analiziranih celic (E), številke nad stolpci prikazujejo število analiziranih mešičkov (F). *** pomeni 
statistično značilno razliko (p<0,001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na izbrano primerjavo. 
 
4.1.2 Nef.GFP se znatno vključuje v membrane obogatene s tetraspaninoma CD9 
in CD81 in skromno v endosomalne predelke 
 
V nadaljevanju smo natančneje raziskali subcelično lokalizacijo Nef.GFP v fiksiranih in 
permeabiliziranih celicah mikroglije, v katerih smo različne endosomalne predelke 
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označili s primarnim protitelesom proti specifičnim proteinskim markerjem 
endosomalnih predelkov in fluorescentnim sekundarnim protitelesom. Naši rezultati 
kažejo, da se 9,1±0,6 % Nef.GFP lokalizira v membranah zgodnjih endosomov (EEA1), 
8,9±0,7 % v nastajajoča multivezikularna telesca (Tsg101), 4,0±0,4 % v membrane 
avtofagosomov (LC3) in zgolj 2,5±0,2 % v membrane poznih endo-/lizosomov (LAMP1) 
(Slika 3). Ugotovljene vrednosti kolokalizacije fluorescence so nizke in kažejo na majhno 
vključenost Nef.GFP v vse zgoraj naštete endosomalne predelke. Zaradi obilne 
lokalizacije Nef.GFP v plazmalemo oz. strukture, ki izhajajo iz plazmaleme (Slika 2A in 
2C), smo enak poskus izvedli še v celicah v katerih smo imunofluorescento označili 
tetraspanina CD9 in CD81, ki sta prisotna v plazmalemi. Rezultati so pokazali dobro 
kolokalizacijo Nef.GFP z obema proteinskima markerjema, 29±3,3 % za tetraspanin CD9 
in 21,7±0,9 % za tetraspanin CD81 (Slika 3E). Naši rezultati tako kažejo, da se Nef.GFP 
dobro lokalizira na plazmalemo in membrane obogatene s tetraspaninoma CD9 in CD81. 
V manjši meri se lokalizira tudi v membrane zgodnjih endosomov in nastajajoča MVB in 
le neznatno v membrane avtofagosomov in poznih endo-/lizosomov. 
 
  
Slika 3: Imunocitokemična karakterizacija Nef. GFP-pozitivnih struktur v mikrogliji 
(A-D) Dvojne fluorescentne konfokalne mikrografije fiksiranih in permeabiliziranih Nef.GFP-pozitivnih 
celic mikroglije (zeleno), ki so bile imunsko označene s primarnimi protitelesi proti EEA1 (A), proti Lamp1 
(B), proti LC3 (C) in proti Tsg101 (D) ter pripadajočimi sekundarnimi fluorescentnimi protitelesi (rdeče). 
Merilo (A-D) = 10 µm. (E) Kvantitativna kolokalizacija (sredina±standardna napaka) fluorescence imuno-
označenih proteinov s fluorescenco Nef.GFP. Številke nad stolpci kažejo število analiziranih posnetkov 
celic. Zrnati Nef.GFP se je v večji meri lokaliziral s plazmalemo; 29,3±3,3 % (CD9 – tetraspanin 
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plazmaleme) in 21,7±0,9 % (CD81 – tetraspanin plazmaleme), v manjši meri tudi v membranah zgodnjih 
endosomov; 9,1±0,6 % (EAA1 – protein zgodnjih endosomov) in multi-vezikularnih telesc; 8,9±0,7 % 
(TSG101 –protein multi-vezikularnih telesc) in zgolj neznatno v membrane avtofagosomov; 4,0±0,4 % 
(LC3 – z mikrotubuli povezan protein 1 lahka veriga 3 (protein avtofagosomov)) ter poznih endo-
/lizosomov; 2,5±0,2 % (LAMP1 – membranski protein lizosomov). Črtkana črta prikazuje nivo 
kolokalizacije Nef.GFP z anti-GFP (pozitivna kontrola). 
 
4.2 ANALIZA MEMBRANSKE KOLOKALIZACIJE Nef 
 
4.2.1 Nef zmanjša izražanje tetraspanina CD81 
 
V nadaljevanju smo ugotavljali relativni delež periplazmalemalno kolokaliziranega 
Nef.GFP s tetraspaninoma CD9 in CD81. Najprej smo preverili ali Nef.GFP vpliva na 
izražanje obeh tetraspaninov v celicah. Analizirali smo meritev povprečne intenzitete 
fluorescence tetraspaninov CD9 (Slika 4A) in CD81 (Slika 4B) tako, da smo sešteli 
intenziteto fluorescence imunsko označenega markerja v periplazmalemalnem pasu in v 
notranjosti celice. Povprečna intenziteta fluorescence tetraspanina CD81 v Nef.GFP 
izražajočih celicah je bila 15,7±0,7 A.U./px, medtem ko je bila v kontrolnih celicah, 
19,8±0,8 A.U./px (Slika 4D). Ti rezultati kažejo na zmanjšano izražanje tetrspanina CD81 
v Nef.GFP-izražajočih celicah (p < 0,001), ne pa tudi tetraspanina CD9 (Slika 4C). Ta 
rezultat smo potrdili z alterantivno analizo, v kateri smo kvantificirali število CD9- in 
CD81- pozitivnih struktur na površino celice in dobili enake rezultate (Slika 4E in 4F). 
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Slika 4: Nef zmanjša izražanje tetraspanina CD81 v mikrogliji 
(A in B) Dvojne fluorescentne konfokalne mikrografije fiksiranih in permeabiliziranih Nef.GFP-pozitivnih 
celic mikroglije (zeleno), ki so bile imunsko označene s primarnimi protitelesi proti CD9 (A) in proti CD81 
(B) ter pripadajočimi sekundarnimi fluorescentnimi protitelesi (rdeče). Merilo (A-B) = 10 µm. (C in D). 
Prikaz celokupne povprečne intenzitete fluorescence CD9 (C) in CD81 (D) v Nef.GFP-izražajočih (sivi 
stolpci) in kontrolnih, netransfeciranih celicah (beli stolpci). Količina tetraspanina CD81 (D), ne pa tudi 
tetraspanina CD9 (C), je zmanjšana v Nef.GFP-izražajočih celicah glede na kontrolne celice. (E-F) Prikaz 
števila CD9- in CD81-imunopozitivnih struktur v Nef.GFP-izražajočih (sivi stolpci) in kontrolnih, 
netransfeciranih celicah (beli stolpci). Število CD81-pozitivnih struktur je značilno zmanjšano v 
transfeciranih celicah, ki izražajo Nef.GFP. Prikazani so rezultati dveh neodvisnih poskusov. *** pomeni 
statistično značilno razliko (p < 0,001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na izrano primerjavo. 
 
4.2.2 Nef.GFP spodbudi izključevanje tetraspaninov CD9 in CD81 iz plazmaleme  
 
Po pričakovanju smo ugotovili velik delež imunsko označenih tetraspaninov CD81 in 
CD9 v periplazmalemalnem pasu celic; tako v Nef-izražajočih kot v ne izražajočih, 
kontrolnih celicah. Primerjava intenzitete fluorescence v periplazmalemalnem pasu in v 
notranjosti celice (Slika 5A in B) je razkrila večji delež CD9 in CD81 v 
periplazmalemalnem pasu kontrolnih celic, ki niso izražale Nef.GFP (p < 0,001). Rezultat 
kaže, da izražanje Nef.GFP lahko spodbudi izključevanje obeh tetraspaninov iz 
plazmaleme. Nasprotno, primerjava intenzitete fluorescence v notranjosti celice ni 
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razkrila statistično značilnih razlik med Nef-izražajočimi in kontrolnimi celicami (Slika 
5A in B). Glede na to, da smo ugotovili veliko razliko v plazmalemalni lokalizaciji CD9 
in CD81 med transfeciranimi in kontrolnimi celicami, medtem ko je bila raven 
označenosti obeh tetraspaninov v notranjosti celic primerljiva, se zdi, da Nef spodbudi 
internalizacijo tetraspaninov CD9 in CD81 ter internalizirane strukture nameni (označi) 
za degradacijo ali pa se oba tetraspanina iz transfeciranih celic izločita na drugačen način. 
Celokupno zmanjšanje izražanja tetraspanina CD81 v Nef.GFP-izražajočih celicah (Slika 
4D in F) se lahko odraža tudi z zmanjšanim lokaliziranjem CD81 na plazmalemi (Slika 
5B in D).  
 
Slika 5: Nef zmanjša količino tetraspaninov CD9 in CD81 v periplazmalemalnem pasu mikroglije 
(A in B) Prikaz povprečne intenzitete fluorescence CD9 (A) in CD81 (B) v notranjosti (_in) ter v 
periplazmalemalnem pasu (_out) Nef.GFP-izražajočih (sivi stolpci) in kontrolnih, netransfeciranih celic 
(beli stolpci). V periplazmalemalnem pasu kontrolnih celic je povprečna intenziteta fluorescence CD9 in 
CD81 večja kot v Nef.GFP-izražajočih celicah. Celokupna količina CD9 in CD81 v celici se zmanjša na 
račun zmanjšanja tetraspaninov v periplazmalemalnem pasu. (C in D) Prikaz števila CD9 in CD81-
imunopozitivnih struktur v notranjosti (_in) ter v periplazmalemalnem pasu (_out) Nef.GFP-izražajočih 
(sivi stolpci) in netransfeciranih, kontrolnih celic (beli stolpci). V celicah, ki izražajo Nef.GFP se zmanjša 
število imuofluorescento označenih CD9- in CD81-pozitivnih struktur v periplazmalemalnem pasu celic. 
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Prikazani so rezultati dveh neodvisnih poskusov. ** in ***pomeni statistično značilno razliko (p < 0,05 in 
p < 0,001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na izbrano primerjavo. 
4.3 MOBILNOST 
 
4.3.1 Nef.GFP- pozitivne strukture kažejo omejeno in neusmerjeno mobilnost v 
primerjavi z mobilnostjo dekstran-pozitivnih mešičkov 
 
V celicah mikroglije je Nef.GFP porazdeljen v številnih, mešičkom podobnih stukturah, 
zato smo analizirali njihovo mobilnost in jo primerjali z mobilnostjo dekstran-pozitivnih 
mešičkov v istih celicah. Rekonstruirane poti Nef.GFP-pozitivnih struktur (Slika 6A) so 
razkrile izrazito omejeno gibanje le-teh (Slika 6B). Nasprotno so heterogene 
rekonstruirane poti dekstranskih mešičkov (Slika 7A) razkrile tako visoko in usmerjeno 
mobilne mešičke kot nizko in neusmerjeno mobilne mešičke (Slika 7B). Mobilnost obeh 
tipov mešičkov smo analizirali podrobneje in izdelali frekvenčne histograme posameznih 
parametrov mobilnosti, na katere smo prilagodili Gaussovo ali logaritemsko Gaussovo 
funkcijo. Dolžina prepotovane poti (TL), največji odmik na poti (MD) in indeks 
usmerjenosti (DI) so bili v primeru Nef.GFP-pozitivnih struktur porazdeljeni okrog 
srednjih vrednosti 1,32±0,01 µm (Slika 6C), 0,25±0,00 µm (Slika 6D) in 0,19±0,00 (Slika 
6E). V primeru dekstran-pozitivnih mešičkov so bili enaki parametri porazdeljeni okrog 
srednjih vrednosti 1,93±0,04 µm (Slika 7C), 0,64±0,02 µm (Slika 7D) in 0,38±0,01 (Slika 
7E). Mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur je bila bistveno manjša od mobilnosti 
dekstran-pozitivnih mešičkov. To ugotovitev je dodatno potrdil tudi grafični prikaz 
odnosa med TL in MD s pomočjo katerega smo ocenili relativni delež (%) mešičkov, ki 
so se v 15-sekundnem obdobju odmaknili ≥1 µm in so se torej premikali usmerjeno. Le 
neznaten delež Nef.GFP-pozitivnih struktur (0,23% (Slika 6F)) je dosegel usmerjeno 
mobilnost, medtem ko je bilo usmerjeno mobilnih 38% dekstran-pozitivnih mešičkov 
(Slika 7F). Izrazite razlike v mobilnosti Nef.GFP- in dekstran-pozitivnih meščkov kažejo 
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Slika 6: Spontana mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur v mikrogliji 
(A) Konfokalna mikrografija transfecirane celice mikroglije, ki ima v citosolu številne zeleno fluorescentne 
Nef.GFP-pozitivne strukture (zrnati Nef.GFP). Bela pikčasta obroba zamejuje celico. (B) Rekonstrukcija 
poti 40 Nef.GFP-pozitivnih struktur v 1 minuti. Izrazito točkaste poti kažejo na zelo omejeno gibljivost 
Nef.GFP-pozitivnih struktur. Merilo (A-B) = 10 µm. (C-E) Frekvenčna porazdelitev poti (TL, 1280 
struktur, 8 celic) (C), največjih odmikov (MD) (D) in indeksa usmerjenosti (DI) (E) Nef.GFP-pozitivnih 
struktur. Na frekvenčne histograme smo prilegli logaritemsko Gaussovo funkcijo (siva črta) f = a*exp(-
0.5*(x/x0)/b)2/x, v kateri je bil a = 64,15±1,30, b = 0,23±0,01 μm-0.5, x0 = 1,32±0,01 μm (TL, C), a = 
12,10±0,28, b = 0,31±0,01 μm-0.5, x0 = 0,25±0,00 μm (MD, D) in a = 8,19±0,14, b = 0,23±0,00 μm-0.5, x0 
= 0,19±0,00 (DI, E). Vrh funkcije (x0; sredina±standardna napaka) je izpisan nad pripadajočo krivuljo. (F) 
Graf, ki prikazuje povezavo med MD in TL pri Nef.GFP-pozitivnih mešičkih. Mešičke z MD >1 μm 
(pikčasta črta) smo opredelili kot usmerjeno mobilne mešičke (beli krogi), mešičke z MD <1 μm kot 
neusmerjeno mobilne mešičke (črni krogi). Relativni delež (%) usmerjeno mobilnih mešičkov je izpisan v 
desnem zgornjem kotu grafa. 
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Slika 7: Spontana mobilnost dekstran-pozitivnih mešičkov v Nef.GFP-izražajoči mikrogliji 
(A) Konfokalna mikrografija celice, v kateri so številni endosomski mešički (rdeči delci v sliki) privzeli 
fluorescentne dekstrane iz zunajceličnega prostora. Bela pikčasta obroba zamejuje celico (ista celica kot v 
Sliki 6). (B) Rekonstrukcija poti 35 dekstran-pozitivnih mešičkov v 1 minuti razkriva bolj (podolgovate 
sledi) in manj gibljive (točkaste sledi) mešičke v isti celici. Merilo (A-B) = 10 µm. (C-E) Frekvenčna 
porazdelitev poti (TL, 1140 mešičkov, 8 celic) (C), največjih odmikov (MD) (D) in indeksa usmerjenosti 
(DI) dekstran-pozitivnih mešičkov (E). Na frekvenčne histograme smo prilegli logaritemsko Gaussovo 
funkcijo (siva črta) f = a*exp(-0.5*(x/x0)/b)2/x, v kateri je bil a = 64,74± 1,78, b = 0,53±0,02 μm-0.5, x0 = 
1,93±0,04 μm (TL, C), a = 11,98±0,33, b = 0,73±0,02 μm-0.5, x0 = 0,64±0,02 μm (MD, D) in a = 4,04±0,21, 
b = 0,51±0,03 μm-0.5, x0 = 0,38±0,01 (DI, E). (F) Graf, ki prikazuje povezavo med MD in TL pri dekstran-
pozitivnih mešičkih. Mešičke z MD >1 μm (pikčasta črta) smo opredelili kot usmerjeno mobilne mešičke 
(beli krogi), mešičke z MD <1 μm kot neusmerjeno mobilne mešičke (črni krogi). Relativni delež (%) 
usmerjeno mobilnih mešičkov je izpisan v desnem zgornjem kotu grafa. 
 
4.3.2 Povečanje [Ca2+]i zavre mobilnost dekstran-pozitivnih mešičkov in ne 
vpliva na mobilnost Nef-pozitivnih struktur 
 
V nadaljevanju smo raziskali ali povečana koncentracija citosolnih Ca2+ spremeni 
mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur in dekstran-pozitivnih mešičkov v celicah 
mikrogije. Spremembe v [Ca2+]i po aplikaciji ionomicina smo izmerili 
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mikrofluorimetrično s fluorescentnim kalcijevim indikatorjem Fluo-4, ki smo ga vnesli v 
celice (Slika 8A). Aplikacija ionomicina na celice je izzvala močno in trajno povečanje 
[Ca2+]i v nasprotju z aplikacijo nosilca (DMSO, 0.5 ‰ (v/v)), ki ni izzvala povečanja 
[Ca2+]i (Slika 8B). Povečanje [Ca
2+]i smo kvantificirali z meritvami največje amplitude 
normalizirane fluorescence Fluo-4 (p, ΔF/F0) (Slika 8C) in meritvami integrala povečane 
fluorescence Fluo-4 (S, ΔF/F0*s) (Slika 8D). 
 
Časovno in od Ca2+ odvisno spremembo mobilnosti Nef.GFP- in dekstran-pozitivnih 
mešičkov smo raziskali v eno-minutnem obdobju pred in dveh eno-minutnih obdobjih po 
draženju celic z ionomcinom (Slika 9). Aplikacija ionomcina je zavrla mobilnost 
dekstran-pozitivnih mešičkov; TL se je zmanjšal za 37 % med prvo in za 41 % med drugo 
minuto po aplikaciji dražljaja (Slika 9B). Isto draženje ni spremenilo mobilnosti 
Nef.GFP-pozitivnih struktur (Slika 9A). Neznaten vpliv ionomcina na mobilnost 
Nef.GFP-pozitivnih struktur je posledica izvorno majhne mobilnosti le-teh. V primeru 
Nef.GFP-pozitivnih struktur se je MD malo (10 % in 8 %), a statistično značilno (p<0,05) 
zmanjšal (Slika 9C), medtem ko se je v primeru dekstran-pozitivnih mešičkov MD 
zmanjšal za 55 % med prvo in 60 % med drugo minuto draženja (Slika 9D). Grafični 
prikaz odnosa med MD in TL je nadalje potrdil zmanjšanje mobilnosti dekstran-
pozitivnih mešičkov (Slika 9F; beli krogci pred draženjem in črni krogci med drugo 
minuto draženja celic), ki ni bilo opazno v primeru Nef.GFP-pozitivnih struktur (Slika 
9E). Naklon linearne funkcije [MD = MD0 + a×(TL)], ki smo jo prilegli grafičnim 
podatkom ustreza indeksu usmerjenosti, se je statistično značilno zmanjšal (p < 0,001) v 
primeru dekstran-pozitivnih mešičkov; iz 0,69±0,01 pred draženjem na 0,56±0,01 med 
drugo minuto draženja (Slika 9F), medtem ko se ni spremenil v primeru Nef.GFP-
pozitivnih struktur (Slika 9E). Mobilnost Nef.GFP- in dekstran-pozitivnih mešičkov se ni 
obnovila med akutnim draženjem celic z ionomicinom (0–120 s) (Slika 10A-D). Naši 
rezultati tako kažejo, da motnje v homeostazi kalcija v mikrogliji različno uravnavajo 
mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur in poznih endo-/lizosomov. 
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Slika 8: Draženje mikroglije z ionomicinom povzroči prehodno povečanje [Ca2+]i 
(A) Niz konfokalnih mikrografij prikazuje fluorescenco Ca2+ indikatorja Fluo-4 pred (-60 s) in po aplikaciji 
ionomicina (Iono, 2 µM) na celice (0 s ob največji amplitudi fluorescence indikatorja in 60 s kasneje). 
Jakost spremembe [Ca2+]i je ponazorjena s psevdobarvno intenzitetno lestvico (desno; 0–255 nivojev). 
Merilo = 50 µm. (B) Normalizirani časovni zapis spremembe fluorescence kalcijevega indikatorja 
(sredina±standardna napaka) med 2-minutno aplikacijo 2 µM Iono ali raztopine nosilca (DMSO, 0.5 ‰ 
(v/v)) na celice. Črna puščica prikazuje čas aplikacije izbranega kemijskega dražljaja. Izzvano spremembo 
[Ca2+]i v celicah smo kvantificirali z meritvami največjega relativnega povečanja amplitude Fluo-4 nad 
bazalno raven (tanka siva črta) - p (ΔF/F0) in meritvami integrala povečane [Ca2+]i - S (ΔF/F0*s, bela 
ploskev pod krivuljo). (C) Največja amplituda (sredina±standardna napaka) in (D) časovni integral 
povečane aktivnosti kalcija med 2-minutno aplikacijo kontrolne raztopine (nosilec) ali 2 μM Iono na celice. 
Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. *** pomeni statistično značilno razliko 
(p<0,001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na spremembo [Ca2+]i v kontrolnih razmerah. 
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Slika 9: Draženje celic mikroglije z ionomicinom ne vpliva na mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur in 
zavre mobilnost dekstran-pozitivnih mešičkov 
(A–D) Mobilnost Nef.GFP- in dekstran-pozitivnih mešičkov (A, B, TL; C, D, MD; sredina±standardna 
napaka) pred (-) in med prvo (1’) ter drugo minuto (2’) draženja celic z 2 μM Iono. V 2-minutnem obdobju 
po draženju celic je opazno izrazito zmanjšanje mobilnosti dekstran-pozitivnih mešičkov in zgolj neznatno 
zmanjšanje mobilnosti Nef.GFP-pozitivnih mešičkov. Številke nad stolpci prikazujejo število analiziranih 
15-sekundnih obdobjih gibanja mešičkov, številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. * 
in *** pomeni statistično značilno razliko (p<0.05; p<0,001, ANOVA rangov in Tukey-jev post-hoc test) 
glede na mobilnost pred draženjem celic. (E, F) Zveza med MD in TL pri Nef.GFP- in dekstran-pozitivnih 
mešičkih (N=8) pred draženjem celic (E, F, beli krogi) in med drugo minuto (E, F, črni krogi) draženja z 2 
μM Iono. Na podatke mobilnosti smo prilegli linearno funkcijo tipa [MD=MD0+a×(TL)] (siva premica, 
pred draženjem, in črna premica, druga minuta draženja celic z 2 μM Iono). Naklon linearne funkcije (a; 
sredina±standardna napaka) ustreza indeksu usmerjenosti (izpisan nad grafom), le-ta se je značilno 
zmanjšal (p<0,001; ANCOVA) pri dekstran-pozitivnih, ne pa tudi pri Nef.GFP-pozitivnih mešičkih.  
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Slika 10: Mobilnost dekstran-pozitivnih mešičkov se ne obnovi med akutnim draženjem mikroglije z 
ionomicinom 
(A–D) Mobilnost (TL (A), MD (B), DI (C) in hitrost (D)) Nef.GFP- in dekstran-pozitivnih mešičkov v 15-
sekundnih obdobjih (sredina±standardna napaka) pred (-15 s) in po aplikaciji (0-120 s) ionomicina (2 µM; 
Iono, bel pravokotnik) na celice. Po začetnem in izrazitem zmanjšanju mobilnosti dekstran-pozitivnih 
mešičkov (začetek draženja: 0 s) se njihova mobilnost ni obnovila med 2-minutnim draženjem (A-D, beli 
krogi). Draženju celic z Iono ni vplivalo na mobilnost Nef.GFP-pozitivnih mešičkov (A-D, črni krogi). Na 
segmentirane podatke mobilnosti smo prilegli linearno funkcijo y=y0+a×(x) in ugotovili naklon (a), ki 
ponazarja hitrost obnavljanja izbranega parametra mobilnosti v času. Nakloni (a; sredina±standardna 
napaka) linearnih funkcij so izpisani nad grafi (A–D) (Nef.GFP, črna barva in Dex, siva barva) in se niso 
razlikovali pri dekstran- in Nef.GFP-pozitivnih mešičkih (ANCOVA). 
 
4.3.3 Povečanje [Ca2+]i zavre spontano, počasno izločanje Nef.GFP-pozitivnih 
struktur iz mikroglije 
 
V strnjenih časovnih nizih mikrografij zajetih pred in med draženjem celic z ionomicinom 
nismo opazili nenadnega, stopničastega zmanjšanja intenzitete fluorescence Nef.GFP, ki 
je značilno za eksocitotsko izločanje fluorescentne vsebine mešičkov (Stenovec in sod., 
2016; Trkov in sod., 2012). V nadaljevanju smo zato posneli vertikalne skladovnice 
konfokalnih rezin pred in 1, 5 ter 20 min po dodatku ionomicina (2 μM) ali nosilca (0.5 
‰ DMSO (v/v)) na celice in s tem pristopom i) vizualizirali vse Nef.GFP-pozitivne 
strukture v vertikalnem profilu celic in ii) povečali verjetnost zaznave izločenja 
posameznih Nef.GFP-pozitivnih struktur. V 3D rekonstrukcijah mikrografij smo opazili 
številne Nef.GFP-pozitivne strukture, tako pred, kot 20 min po začetku draženja celic z 
ionomicinom (Slika 11A) ali po aplikaciji nosilca (Slika 11B). Z natančno analizo števila 
Nef.GFP-pozitivnih struktur smo ugotovili, da se je njihovo število zmanjšalo iz 100 na 
91.5±2.45 % (p < 0,05) 20 min po dodatku nosilca in ne inomicina na celice (Slika 11C). 
Na podatke smo prilegli še linearno funkcijo [y = y0 + a×(x)], s pomočjo katere smo 
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ocenili hitrost izločanja Nef.GFP iz celic. Po aplikaciji nosilca se je naklon funkcije (a = 
−0.4 ± 0.0%/min) statistično značilno razlikoval od naklona (p < 0,05) po draženju celic 
z ionomicinom (a = 0.0 ± 0.1%/min). Nef.GFP-pozitivne strukture se tako počasi in 




Slika 11: Draženje mikroglije z ionomicinom zavre počasno, spontano izločanje Nef.GFP iz celic 
(A-B) Senčen 3D prikaz Nef.GFP-pozitivnih struktur (bele prike) pred (levo) in 20 min (desno) po aplikaciji 
raztopine 2 μM ionomicina (A, Iono) ali nosilca (B, DMSO, 0.5 ‰ (v/v)) na celico. V 20 min po aplikaciji 
ionomicina se je število Nef.GFP-pozitivnih struktur zmanjšalo manj kot po aplikaciji nosilca (iz 952 do 
880, ~7.6%). Merilo (A-B) = 10 µm. (C) Sprememba relativnega števila Nef.GFP-pozitivnih struktur (% 
glede na začetno število) v 1, 5 in 20 min po aplikaciji Iono (črni stolpci) ali nosilca (beli stolpci) na celice. 
Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. * pomeni statistično zančilno razliko (p < 
0,05, ANOVA rangov in Tukey-jev post-hoc test) glede na število struktur pred začetkom draženja celic. 
(D) Časovna odvisnost spremembe relativnega števila Nef.GFP-pozitivneh struktur (%; sredina±standardna 
napaka) po aplikaciji ionomcina (črni krogi) ali nosilca (beli krogi) na celice. S prilagajanjem linearne 
funkcije y=y0+a×(x) na podatke smo ugotovili naklon (a; sredina±standardna napaka), ki ponazarja hitrost 
izločanja Nef.GFP-pozitivnih struktur iz celic; naklona linearnih funkcij (Iono, črna barva in nosilec, siva 
barva) sta značilno različna (p<0,05; ANCOVA). 
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5 RAZPRAVA  
 
5.1 V MIKROGLIJI ČLOVEKA SE Nef LOKALIZIRA V MEŠIČKOM PODOBNE 
STRUKTURE, KI SO PORAZDELJENE PO CITOSOLU IN ZLASTI OB 
MEMBRANAH OBOGATENIH S TETRASPANINOMA CD9 IN CD81 
 
Mikroglija so makrofagi v možganih in ena glavnih tarčnih celic okužbe z virusom HIV-
1 (Lannes in sod., 2017). Celice okužene s HIV-1, kot tudi celice transfecirane s 
plazmidom za Nef, izločajo zunajcelične mešičke, v katere je vključen Nef, ki nadalje 
prispeva k razširjanju okužbe v možganih (Raymond in sod., 2016). V našem delu smo 
prvič raziskali znotrajcelično lokalizacijo, mobilnost in izločanje proteina Nef iz celic 
mikroglije človeka v kulturi, ki smo jih transfecirali s plazmidom z zapisom za Nef 
označen z zelenim fluorescentnim proteinom (GFP). V transfeciranih celicah se je 
Nef.GFP porazdelil v številne, mešičkom podobne strukture, ki so bile široko 
porazdeljene v citoplazmi in ob plazmalemi. Naše ugotovitve so skladne z lokalizacijo 
proteina v drugih tipih celic (Bentham in sod,. 2006; Steptner-Cuvelette in sod., 2003; 
Kaminchik in sod., 1994; Niederman in sod., 1993; Yu in Felsted, 1992; Walker in sod. 
1998) in potrjujejo sposobnost miristiliranega Nef za vključevanje v membranske 
predelke različne od endosomov in v plazemalemo (Gerlach in sod., 2010; Keppler in 
sod., 2005).  
 
Porazdelitev Nef.GFP v številnih zrnatih strukturah lahko odraža zmožnost proteina za 
samoorganizacijo, ki vodi do nastanka oligomernih ali celo polimernih, nekovalentno 
povezanih oblik proteina. Čeprav je znano, da Nef oligomerizira, tako in vitro kot in vivo, 
v celicah niso našli oligomerov večjih od trimerov (Fujii in sod., 1996). Nef.GFP-
pozitivne strukture v celicah mikroglije so tako prevelike, da bi lahko nastale z 
oligomerizacijo Nef oz. niso homooligomerni agregati proteina Nef. Čeprav so v 
limfocitih T transfeciranih z Nef opazili tudi večje, 150 – 300 kDa velike agregate 
sestavljene iz proteina Nef in aktinskih filamentov (Fackler in sod., 1997), so bile 
Nef.GFP-pozitivne strukture v mikroglijah večje tudi od teh, kompleksnejših agregatov. 
 
Za biološko funkcijo Nef je ključnega pomena njegova zmožnost za vključevanje v 
membranski dvosloj (Bentham in sod., 2006; McCabe in Berthiaume, 1999). V 
membrano vključeni Nef sodeluje pri internalizaciji širokega nabora membranskih 
proteinov in receptorjev (Pereira in daSilva, 2016) ter jih v veliki meri usmerja v lizosome 
(daSilva, 2009; Leonard in sod., 2011), preko vezave Tsg101 in Alix vpliva na sortiranje 
ILV v MVB (Costa in sod., 2006; Periera in de Silva, 2016), spodbuja razgradnjo CD4 in 
nekaterih drugih membranskih proteinov v lizosomih (Piguet in sod., 1999) ter spodbuja 
nastajanje avtofagosomov (Borel in sod., 2012). Nef.GFP-pozitivne strukture izolirane iz 
frakcioniranih celic mikroglije se porazdelijo v frakcije z enako gostoto kot membranski 
predelki pozitivni za markerje poznih endo-/lizosomov, kot so lizosomski protein 
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LAMP1 ter do določene mere protein poznih endosomov Rab7, tetraspanin CD63, 
ESCRT protein Tsg101 in flotillin, protein membranskih mikrodomen. Z mikroskopsko 
analizo Nef.GFP-obogatene frakcije so pokazali zelo dobro kolokalizacijo Nef.GFP-
pozitivnih struktur z membranskim barvilom FM4-64, ki potrjuje vključenost Nef.GFP v 
membranske predelke mikroglije. Dodatna analiza je razkrila, da se Nef.GFP zgolj 
neznatno kolokalizira z imunofluorescentno označenimi lizosomi (Stenovec in sod. 
2019). Naši rezultati, pridobljeni v intaktnih, fiksiranih celicah mikroglije, prav tako 
kažejo na nizko stopnjo kolokalizacije Nef.GFP z imunofluorescento označenimi 
markerji različnih endosomov, kar odraža zelo slabo vključenost Nef.GFP v 
avtofagosome, MVB ali endo-/lizosome. Podobno nizke so vrednosti kolokalizacije 
Nef.GFP z dekstran-pozitivnimi mešički, ki so predelki endo-/lizosomalnega sistema 
(Majumdar in sod., 2007). Nef.GFP-pozitivne strukture v enakih eksprimentalnih pogojih 
so slabo kolokalizirale tudi z zakisanimi mešički obarvanimi z barvilom LysoTracker 
(Stenovec in sod., 2019). Vsi podatki tako kažejo, da se Nef.GFP ne lokalizira v predelke 
endo-/lizosomalnega sistema in tudi ne v mešičke z zakisano svetlino (Stenovec in sod., 
2019). Nef.GFP-pozitivne strukture se ločijo od mešičkov endo-/lizosomalnega sistema 
tudi po velikosti in številčnosti ter po mobilnosti. Raziskave na liposomih kažejo, da je 
vezava miristiliranega Nef v membrane izrazito odvisna od negativnega naboja 
liposomov (Gerlach in sod., 2010). Nef se ne veže v ne-nabite liposome, kinetika vezave 
Nef je izrazito odvisna od ukrivljenosti membrane liposomov. Najmanjši mešički v 
celicah mikroglije so tako najbolj verjetni kandidati za vezavo Nef.GFP, saj povečana 
pozitivna ukrivljenost membrane mešičkov verjetno omogoči, da se lipidi v konveksnem 
sloju dvosloja nekoliko razmaknejo in miristat enostavneje vsadi v membrano. Nef z 
vključevanjem v membrano sam po sebi spodbudi ukrivljanje lipidnega dvosloj (Gerlach 
in sod., 2010), kar podpira zamisel po kateri je Nef ključni dejavnik, ki spodbudi nastanek 
številnih ukrivljenih membranskih domen, v katere se nato lažje vključujejo dodatne 
molekule Nef.GFP. 
 
5.2 Nef ZMANJŠA IZRAŽANJE TETRASPANINA CD81 V MIKROGLIJI 
 
V preteklih raziskavah so večkrat pokazali izdatno lokalizacijo proteina Nef v plazmalemi 
(Boeske in sod., 2017; Bentaham in sod., 2006; Mangasarian in sod., 1997; Stuptner-
Cuvelette in sod., 2003; Rauch in sod., 2008), ki jo potrjujejo tudi naši rezultati 
kolokalizacije fluorescence Nef.GFP z barvilom FM4-64 v živih celicah mikroglije. To 
dejstvo dodatno potrjuje še znatna kolokalizacija fluorescence Nef.GFP z 
imunofluorescento označenima tetraspaninoma CD9 in CD81, ki nista zgolj tetraspanina 
plazmaleme (Dahmane in sod., 2014), temveč tudi proteinska markerja MVB in iz njih 
izhajajočih eksosomov (Chahar in sod., 2015). V kombinaciji z drugimi tetraspanini 
oblikujeta značilni sestavni element membrane IPMC/VCC predelkov (Deneka in sod., 
2007; Jouve in sod., 2007). Izdatna lokalizacija Nef v plazmalemi je pomembna za 
njegovo funkcijo, saj se po predvidevanjih tam konformacijsko spremeni in konstituira v 
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aktivno konformacijo (Albert in Baur, 2001). Natančnejša analiza fluorescence Nef.GFP 
in imunsko označenih CD9 in CD81 v Nef izražajočih in kontrolnih celicah je dodatno 
razkrila še znižanje celokupne ravni tetraspanina CD81 v celicah mikroglije, ki so izražale 
Nef.GFP. V predhodnih raziskavah so pokazali, da HIV-1 proteina Vpu in Nef 
zmanjšujeta izražanje tetraspaninov CD81 in CD82 v celicah ter spodbujata razgradnjo 
obeh tetraspaninov, kar vodi v znižanje nivoja tetraspaninov na plazmalemi (Lambelé in 
sod., 2015; Haller in sod., 2014; Sudgen in sod., 2016). Izražanje proteina Nef je zadosten 
pogoj tudi za znižanega nivoja tetraspanina CD81 v celicah mikroglije. Kvantifikacija 
imunsko označenih tetraspaninov v periplazmalemalnem pasu in v notranjosti celic je 
dodatno razkrila, da Nef spodbudi tudi izključevanje tetraspaninov CD9 in CD81 iz 
plazmaleme. Glede na to, da se količina obeh tetraspaninov v notranjosti Nef.GFP 
izražajočih celic ni razlikovala od količine v notranjosti kontrolnih celic, je Nef oba 
tetraspanina najverjetneje usmeril v predelke za razgradnjo. Slednjo so v primeru 
terspaninov CD81 in CD82 pokazali Lambelé in sodelavci (2015) v celicah 293T, ki so z 
inhibitorji lizosomske razgradnje in proteaznimi inhibitorji preprečili znižanje nivoja 
tetraspaninov v celici (Lambelé in sod., 2015). Dahmane in sodelavci (2018) so s 
pristopom, ki je bil podoben našemu, ugotavljali vpliv HIV-1 proteina Gag na izražanje 
tetraspaninov CD9 in CD81 na površini celic in pokazali zmanjšano raven obeh 
tetraspaninov po izražanju Gag. V nadaljevanju so z mutiranim proteinom Gag, ki ne 
spodbuja odcepljanja VLP, pokazali, da se je nivo tetraspaninov v celici znižal zaradi 
obilnega izločanja s CD9 in CD81 obogatenih VLP iz plazmaleme (Dahmane in sod., 
2018). Na podalgi naših podatkov, ki potrjujejo izločanje Nef.GFP pozitivnih struktur iz 
celice in ugotovljeni prisotnosti teraspaninov, vsaj CD81, v eksosomih in virusnih delcih 
izločenih iz različnih celic (Lenassi in sod., 2010; Lee in sod., 2016), se zdi najverjetneje, 
da je brstenje mešičkov deloma lahko mehanizem izključevanja CD9 in CD81 iz 
plazmaleme mikroglije. Tudi Kremementsov in sodelavci (2009) so ugotovili, da so 
membrane, iz katerih se odcepljajo HIV-1 virusni delci, obogatene s tetraspanini nakljub 
zmanjšani celokupni ravni le-teh v okuženih celicah (Krementsov in sod., 2009). Glede 
na to, da so celice mikroglije različica makrofagov v možganih, se zdi verjetno, da Nef 
tetraspanine ne usmerja le v predelke razgradnje, temveč tudi proti membranam, na 
katerih se zbira in sestavlja virus HIV-1 v makrofagih (Ono in Freed, 2004; Orenstein in 
sod., 1988; Raposo in sod., 2002). Velik del teh navidezno endosomalnih membran so, 
kot kažejo novejša dognanja, uvihani deli plazmaleme (Pelchen-Matthews in sod., 2003; 
Deneka in sod., 2007; Welsch in sod., 2007).  
 
Čeprav naši rezultati ne kažejo statistično značilne razlike v količini obeh tetraspaninov 
v notranjosti Nef.GFP-izražajočih celic v primerjavi s kontrolnimi celicami, smo 
ugotovili zmerno povečan nivo obeh tetraspaninov v notranjosti Nef.GFP-izražajočih 
celic (Slika 5), kar kaže, da Nef najverjetneje spodbudi internalizacijo obeh tetraspaninov. 
Natančnejša analiza CD9- in CD81-pozitivnih struktur je potrdila povečano število le-teh 
v notranjosti celic, ki govori v prid z Nef posredovanemu kopičenju membran obogatenih 
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s tetraspanini v notranjosti celic mikroglije. Slednje potrjuje zamisel, po kateri Nef 
sodeluje pri kopičenju endocitiranih membranskih mešičkov v celici (Ono in Freed, 2004; 
Saad in sod., 2006); pri tem lahko igra pomembno vlogo tudi interakcija Nef s teterinom, 
ki fizično zadržuje virusne delce na membranah VCC in/ali na površini celice (Perez-
Caballero in sod., 2009; Chu in sod., 2012; Swiecki in sod., 2013). HIV-1 Nef je sicer 
izgubil sposobnost antagonizma proti teterinu (Gotz in sod., 2012; Zhang in sod., 2009), 
kljub temu pa z njim interagira in v povezavi z dodatnimi transportnimi dejavniki vpliva 
na razporejanje endosomov (Morris in sod., 2018). 
 
5.3 CELIČNI MEHANIZEM TRANSPORTA Nef.GFP-POZITIVNIH STRUKTUR 
SE RAZLIKUJE OD TRANSPORTA POZNIH ENDO-/LIZOSOMOV 
 
V obstoječi literaturi nismo našli nobenega podatka o znotrajcelični mobilnosti proteina 
Nef in smo jo zato natančno raziskali. V splošnem so bile Nef.GFP-pozitivne strukture 
zelo malo in izrazito neusmerjeno gibljive. Ugotovljeni vzorci mobilnosti kažejo, da je 
ključni mehanizem transporta Nef.GFP-pozitivnih struktur prosta difuzija in ne sklopitev 
struktur s polariziranimi elementi citoskeleta vzdolž katerih strukture prenašajo motorni 
proteini (Soldati in Schliwa, 2006) na razdalji več mikrometrov brez disociacije od tira 
citoskeleta. Izrazito skromna mobilnost z nizkim koeficientom usmerjenosti (DI = 
0,19±0,00) tako onemogoča hitro dostavo Nef.GFP-pozitivnih struktur do specifičnih 
celičnih lokacij, z izjemo najbližjih membran (MD < 1 μm). Podobno nizko in 
neusmerjeno mobilnost sekrecijskih mešičkov so opazili v astrocitih po farmakološki 
depolimerizaciji mikrotubulov in aktinskih filamentov (Potokar in sod., 2007).  
 
V nasprotju z Nef.GFP-pozitivnimi strukturami, je bila mobilnost dekstran-pozitivnih 
mešičkov mnogo kompleksnejša; sestavljala so jo obdobja premikov mešičkov v smeri 
naprej in nazaj in obdobja omejene mobilnosti. Enak vzorec mobilnosti so opazili tudi pri 
astrocitnih dekstran-pozitivnih mešičkih (Vardjan in sod., 2012), zakisanih mešičkih 
obarvanih z barvilom LysoTracker (Stenovec in sod., 2011), endosomih, ki so vsebovali 
lipoprotein z nizko gostoto (LDL; Ichikawa in sod., 2000) in nepritrjenih, eksocitotskih 
granulah v kromafinkah (Nofal in sod., 2007). Hitra in usmerjena mobilnost dekstran-
pozitivnih mešičkov v mikrogliji tako ustreza mehanizmu od citoskeleta odvisne 
mobilnost mešičkov v astrocitih (Stenovec in sod., 2014; Trkov in sod., 2012; Potokar in 
sod., 2007). Izrazito zmanjšanja mobilnost dekstran-pozitivnih mešičkov po draženju 
celic z ionomicinom je lahko posledica razklopitve mešičkov od citoskeleta in prehoda v 
citosol, v katerem se mešički premikajo le z difuzijo. Zmanjšanje mobilnosti mešičkov je 
alternativno posledica vpliva povečane [Ca2+]i na strukturno integriteto citoskeleta. 
Indukcijo fragmentacije ali depolimerizacijo mikrotubolv so opazili v razponu ~1 – 100 
μM [Ca2+]i (Weisenberg, 1972; O'Brien in sod., 1997; Deery in sod., 1984). Glede na to, 
da se je mobilnost dekstran-pozitivnih mešičkov nepovratno zmanjšala med akutnim 
draženjem celic z ionomicinom, se zdi verjetnejša delna razgradnja mikrotubulskega 
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omrežja in manj prehodna razsklopitev mobilnih mešičkov od mikrotubulov. Zaradi 
izrazito velike razlike v mobilnosti Nef.GFP-pozitivnih struktur in dekstran-pozitivnih 
mešičkov lahko z veliko verjetnostjo trdimo, da mobilnost Nef.GFP v mikrogliji ni 
odvisna od mikrotubulskega omrežja. 
 
Mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur je primerljiva z mobilnostjo na membrano 
vezanih sekrecijskih granul kromafink (Stayer in Almers, 1999; Nofal in sod., 2007). 
Primerljiva mobilnost v kombinaciji s plazmalemalno lokalizacijo potencialno kaže na z 
Nef-posredovano vezikulacijo membrane na mestih, v katera se vključuje Nef.GFP. 
Omejena mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur in pripetih sekrecijskih granul je splošno 
opredeljena kot t.i. »vklenjena« mobilnost (»caged mobility«). Premer območja, v 
katerem se vklenjeni delci gibljejo, je odvisen od dolžine ročice, s katero so povezani na 
membrano ali od velikosti kletke citoskeleta, v katero so ujeti delci (Stayer in Almers, 
1999). Nefal in sodelavci so opredelili mobilnost mešičkov v kromafinkah v odvisnosti 
od stanja njihove pritrjenosti. Z membrano povezane mešičke so razvrstili v dve skupini, 
ki sta opredeljeni z velikostjo premera kletke (»cage diameter«, CD). Skoraj nemobilni 
mešički s CD ~100 nm so pripravljeni za zlitje z membrano (»primed«), medtem ko so 
mešički, katerih gibanje je opredeljeno kot »vkljenjeno« s CD ~220 nm vsidrani na 
membrano (»docked«) (Nofal in sod., 2007). Največji povprečni odmik Nef.GFP-
pozitivnih sturktur, ki ustreza CD, je bil ~ 0.25 μm. Majhno, a statistično značilno 
zmanjšanje mobilnosti Nef.GFP-pozitivnih struktur zaradi povečanja [Ca2+]i (Slika 9C) 
tako lahko odraža stabilizacijo povezave med Nef.GFP-pozitivno strukturo in tarčno 
membrano. Podobno interakcijo med eksocitozo sekrecijskih mešičkov omogoča 
kompleks SNARE (Cai in sod., 2019). V primeru Nef.GFP je to lahko od Ca2+ odvisna 
vezava na aktinski citoskelet ob membrani ali drugi element, ki stabilizira vezavo 
Nef.GFP na membrano. Slednje bi lahko ugotovili z dodatnimi poizkusi, v katerih bi 
ugotavljali kolokalizacijo fluorescence med Nef.GFP in kortikalnim aktinskim 
citoskeletom.  
 
5.4 MEHANIZEM IZLOČANJA Nef.GFP-POZITIVNIH STRUKTUR IZ 
MIKROGLIJE SE RAZLIKUJE OD URAVNAVANE, OD Ca2+-ODVISNE 
EKSOCITOZE 
 
V raziskavah in vitro so potrdili izločanje Nef v obliki zunajceličnih veziklov iz Nef.GFP-
transfeciranih (Ali in sod., 2010) ali s HIV-1-okuženih celic (Lee sod., 2016). Nef-
pozitivne mešičke so potrdili tudi v krvni plazmi ljudi okuženih s HIV (Raymond in sod., 
2011). V splošnem je poznano, da (retro)virusi pogosto »ugrabijo« transportne sisteme 
gostiteljskih celic (Wurdinger in sod., 2012) in uporabljajo eksosome za raznos 
virulentnega materiala (Chahar in sod., 2015). Izločen Nef.GFP so potrdili tudi v peletu 
po centrifugiranju gojišča mikroglije; le-ta je bil imunopozitiven za tipične proteine 
zunajceličnih veziklov, flotilin in CD63 (Stenovec in sod., 2019). V našem delu smo 
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raziskali še izločanje Nef.GFP iz posameznih živih celic in prvič pokazali počasno, a 
kontinuirano izločanje Nef.GFP-pozitivnih struktur iz mikroglije, ki je potekalo s 
hitrostjo približno 0,4 % delcev/min. Povečanje [Ca2+]i je nepričakovano zavrlo in ne 
pospešilo izločanje Nef.GFP-pozitivnih struktur, kar kaže, da mehanizem izločanja Nef 
iz mikroglije ni podoben od Ca2+-odvisni eksocitozi. 
 
Iz makrofagov izločeni virusi HIV-1 vključujejo podoben nabor proteinov kot eksosomi; 
oba nabora se razlikujeta od proteinov, ki so značilni za plazmalemo ali lipidne splave 
(Nyugen in sod., 2003). Pod drugi strani so v krvni plazmi bolnikov obolelih za AIDS-
om našli zunajcelične mešičke s proteinom Nef, ki so jih po odcepljanju iz plazmaleme 
izločile periferne mononuklearne celice in nezana populacija mieloidnih celic (Lee in 
sod., 2016). Ektocitoza je pomemben mehanizem izločanja zunajceličnih mešičkov tudi 
v mikrogliji ; lipidna sestava izločenih mešičkov kaže, da se ti najverjetneje odcepijo iz 
lipidnih splavov (Prada in sod., 2013). V naši raziskavi nismo opazili Nef.GFP-pozitivnih 
struktur, ki bi po obliki, velikosti in mobilnosti ustrezale MVB. To opažanje samo po sebi 
nakazuje na izločanja Nef.GFP z ektocitozo. Omenjenemu zaključku pritrjujejo tudi 
podatki o slabi kolokalizaciji fluorescence Nef.GFP s proteinom ESCRT Tsg101. Poleg 
tega so Nef.GFP-pozitivne strukture po velikosti spominjale bolj na ektosome (100 – 500 
nm), ki so večji od eksosomov (30-150 nm; Chahar in sod., 2015). Lee in sod. (2016) so 
predlagali, da je za izločanje zunajceličnih mešičkov z Nef potrebna aktivacija integrina 
αvβ3v plazmalemi in da ga najverjetneje aktivira Nef preko aktivacije istih kinaz, preko 
katerih spodbudi tudi fosforilacijo paksilina (Lck, PKCδ) (Lee in sod., 2016). Ta 
zaključek temelji na zamisli, po kateri aktivacija integrinov vpliva na tvorbo mešičkov 
(Murphy in sod., 2008); le-ta je lahko mehanizem, s katerim Nef spodbuja sproščanje 
zunajceličnih mešičkov. Drugi dejavnik, ki potencialno sodeluje pri sproščanju 
zunajceličnih mešičkov z Nef, je mortalin, saj so pokazali, da mortalin spodbuja izločanje 
membranskih mešičkov iz napadenih imunskih celic (Pilzer in sod., 2005). Neodvisno so 
pokazali tudi povezavo med delovanjem mortalina v celici in sproščanjem zunajceličnih 
veziklov z Nef (Costa in sod., 2006; Shelton in sod., 2012). Poleg tega, da je mortalin 
protein »heat shock« lokaliziran na notranji membrani mitohondrijev in je del verige 
oksidativne fosforilacije, je dokazano prisoten tudi na plazmalemi, v mikrodomenah 
lipidnih splavov (Kim in sod., 2006; Deokaris in sod., 2013). V enakih domenah se 
najverjetneje lokalizira tudi velik delež proteina Nef, saj se le-ta dobro kolokalizira s 
holesterolom in GM1 (Zheng in sod., 2001; Wang in sod., 2000), kot tudi s 
tetraspaninoma CD9 in CD81 v periplazmalemalnem pasu, kot smo ugotovili v naši 
raziskavi. Lenassi in sodelavci (2010) so našli mortalin (Hsc70) tudi v eksosomih 
izločenih iz celic Jurkat in SupT1 (Lenassi in sod., 2010). 
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V nalogi smo raziskali znotrajcelično porazdelitev, mobilnost in izločanje HIV-1 proteina 
Nef v živih in fiksiranih celicah mikroglije človeka v kulturi. Mikroglije smo transfecirali 
s plazmidom z zapisom za Nef označen z GFP in v realnem času s konfokalnim 
mikroskopom raziskali mobilnost Nef.GFP-pozitivnih struktur in njihovo izločanje iz 
celic v spontanih razmerah in po draženju, ki poveča aktivnost citosolnega kalcija. Z 
uporabo specifičnih fluorescentnih označevalcev plazmaleme in imunskih označevalcev 
znotrajceličnih predelkov smo raziskali še subcelično porazdelitev in lokalizacijo 
Nef.GFP v mikrogliji. 
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko izpeljemo naslednje sklepe:  
• Nef.GFP v mikrogliji človeka se lokalizira v številne, mešičkom podobne 
strukture, ki so široko porazdeljene po citosolu in ob plazmalemi celic. 
• Nef.GFP-pozitivne strukture so uniformne velikosti, v premeru merijo ~200 nm 
in se razlikujejo od endo-/lizosomov; tako po velikosti kot številu. 
• Nef.GFP-pozitivne strukture so membranski predelki, ki se razlikujejo od 
multivezikularnih telesc, endo-/lizosomov in avtofagosomov. 
• Nef.GFP-pozitivne strukture se lokalizirajo predvsem ob plazmalemi in ob 
membranskih predelkih obogatenih s tetraspaninoma CD9 in CD81. 
• Nef.GFP-pozitivne strukture so malo in neusmerjeno mobilni celični predelki, 
medtem ko so endo-/lizosomi heterogeno mobilni membranski predelki, ki se 
gibljejo v razponu od majhne do velike usmerjenosti. 
• Povečana aktivnost citosolnega kalcija ne vpliva na mobilnost Nef.GFP-
pozitivnih struktur, a močno zavre mobilnost endo-/lizosomov, ki poteka ob 
polariziranih elementih citoskeleta. 
• Nef.GFP-pozitivne strukture se spontano počasi izločajo iz mikroglije. 
• Povečana aktivnost citosolnega kalcija zavre izločanje Nef.GFP iz celic in kaže, 
da mehanizem izločanja Nef.GFP ni uravnavana, od Ca2+-odvisna eksocitoza 
temeveč postopno brstenje Nef.GFP-pozitivnih struktur iz plazmaleme. 
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Mikroglija so ključne tarčne celice virusa HIV-1 v možganih, ki delujejo kot virusni 
rezervoar, igrajo vlogo v razširanju HIV-1 v možganih in razvoju HAD. Celice mikroglije 
po okužbi množično proizvajajo pomožni virusni protein Nef, ki spodbudi nadaljnjo 
proizvodnjo virusa, poveča njegovo infektivnost in vpliva na znotrajcelični transport, 
izražanje površinskih molekul ter spodbudi izločanje zunajceličnih mešičkov, v katere se 
vključi tudi sam. Po izločanju v zuanjceličnino in privzemu v bližnje celice izvaja 
podoben patološki vpliv kot v gostiteljski celici, olajša širjenje okužbe in sooblikuje 
razvoj s HIV-1 poveznih patologij v možganih. Z optofiziološko tehniko konfokalne 
mikroskopije smo raziskali subcelično porazdelitev proteina Nef, njegov znotrajcelični 
transport in izločanje iz posameznih celic mikroglije človeka v kulturi. Nef.GFP se je 
lokaliziral v mešičkom podobne strukture, ki so bile porazdeljene široko po citosolu in 
predvsem ob plazmalemi celic. Nef.GFP se je neznatno porazdelil v membrane poznih 
endo-/lizosomov, multivezikularnih telesc ali avtofagosomov. To ugotovitev je 
neodvisno potrdila tudi analiza mobilnosti Nef-pozitivnih struktur, ki so se premikale 
počasi in neusmerjeno v primerjavi s hitro in usmerjeno gibljivimi poznimi endo-
/lizosomi. Z ionomicinom izzvano povečanje [Ca2+]i ni vplivalo na mobilnost Nef.GFP, 
a je močno in nepovratno zavrlo mobilnost poznih endo-/lizosomov. Nef.GFP se je znatno 
lokaliziral v membrane imunopozitivne za tetraspanina CD9 in CD81, čeprav je povečano 
izražanje virusnega proteina sovpadalo tudi z zmanjšanjem števila CD9- in CD81-
pozitivnih struktur v periplazmalemalnem predelu mikroglije. Presenetljivo so rezultati 
pokazali, da povečana [Ca2+]i zavira in ne pospešuje izločanje Nef.GFP iz mikroglije. 
Naši rezultati kažejo, da se Nef izloča z ektocitozo in ne z uravnavano, od kalcija odvisno 
eksocitozo multivezikularnih telesc iz mikroglije. 
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